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POVZETEK 
Kronična limfocitna levkemija spada med limfoproliferativne novotvorbe, kjer se v periferni 
krvi bolnika nahaja ≥ 5 x 109/L klonalnih limfocitov B, ki izražajo na svoji površini 
označevalce CD5, CD19, CD20 in CD23. Gre za izjemno heterogeno bolezen, pri kateri je 
način zdravljenja, če je potrebno, odvisen od kliničnih, biokemičnih, citogenetskih ter 
molekularno genetskih parametrov. Neodvisen napovedni dejavnik poteka bolezni je 
določitev mutacijskega statusa preurejenega variabilnega dela gena za težko verigo 
imunoglobulina. Ločimo mutiran gen, ki je z zaporedjem najbližje zarodne 
imunoglobulinske proge skladen v manj ali enako kot 98%, ter nemutiran gen, ki je skladen 
v več kot 98%. Zlati standard določanja mutacijskega statusa je pomnoževanje tega gena z 
verižno reakcijo s polimerazo in sekvenciranje po Sangerju. V magistrski nalogi smo 
vrednotili ustreznost določanja z metodo sekvenciranja naslednje generacije, ki temelji na 
sekvenciranju s sintezo. Uporabili smo 25 vzorcev ribonukleinskih kislin, pri katerih je bil 
mutacijski status določen že z referenčno metodo sekvenciranja po Sangerju, jih analizirali 
še z novo metodo in primerjali rezultate. Zanimal nas je mutacijski status, delež identičnosti 
z najbolj skladnim zaporedjem zarodne imunoglobulinske proge, skladnost opredelitve 
preurejenega variabilnega dela gena in alela za težko verigo imunoglobulina, njegova 
funkcionalnost, skladnost dobljenih nukleotidnih zaporedij in opredelitev stereotipnega B-
celičnega receptorja. Določili smo tudi ponovljivost med serijami pri pripravi in analizi 
knjižnice treh vzorcev. Pri privzeti meji skladnosti z zarodno imunoglobulinsko progo 98% 
smo ugotovili 100% ujemanje v mutacijskem statusu med obema metodama. Delež 
identičnosti se je popolnoma ujemal pri 88% vzorcev, pri odstopajočih primerih je bil z novo 
metodo vedno višji oz. je bil odstotek mutacij nižji. Podobno smo pri 88% vzorcev določili 
popolno skladnost genov in alelov. Vsi dobljeni geni so bili funkcionalni in popolnoma 
skladni v B-celičnem receptorju. Skladnost samega zaporedja nukleotidov je bila v vseh 
primerih skoraj 100%, pri tem je dolžina dobljenih fragmentov precej variirala in bila vedno 
daljša kot pri določanju z referenčno metodo. Nova metoda je bila popolnoma ponovljiva in 
primerljiva z referenčno. Zaradi odlične skladnosti rezultatov, večje občutljivosti, možnosti 
določitve večih preureditev gena in kvantifikacije, lahko zaključimo, da bi vpeljava metode 
sekvenciranja naslednje generacije v rutinsko delo veliko doprinesla k obravnavi bolnikov v 
prihodnosti. Pred tem jo bo potrebno še ustrezno standardizirati in validirati. 
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ABSTRACT 
Chronic lymphocytic leukemia is a common lymphoproliferative neoplasm and is diagnosed 
by the detection of at least 5000 clonal mature B-lymphocytes per microliter in the peripheral 
blood that coexpress CD5, CD19, CD20 and CD23. The course of the disease can range 
from indolent without need for treatment to very aggressive with rapid progress. Treatment 
depends on clinical presentation, biochemical laboratory parameters, cytogenetic and 
genetic parameters. The immunoglobulin heavy chain variable region gene mutational status 
is an established independent prognostic factor in those patients. There is a cutoff of 2% 
deviation or 98% sequence identity to germline that distinguishes between mutated (≤98%) 
and unmutated (>98%) mutational status. Polymerase chain reaction followed by Sanger 
sequencing is the golden standard for mutational status determination. Our goal was to 
evaluate the possibility of using next-generation sequencing method for said analysis. We 
used both methods to analyze RNA samples and compared the results consisting of 
mutational status, percentage of identity of the rearranged gene and allele to its closest 
germline, identified rearranged genes and alleles, whether the particular gene rearrangement 
is productive or unproductive and if it is a member of a major stereotyped B-cell receptor 
subset. We also tested reproducibility between series of library preparation and analysis of 
three different samples. We chose the same cutoff value (98%) for percentage of identity to 
germline when interpreting results using next-generation sequencing. We compared the 
results with Sanger sequences and found 100% concordance in mutational status 
determination. 88% of cases were concordant in percentage of identity to the closest 
germline. In discordant cases sequences obtained using next-generation sequencing were 
closer to the germline with fewer mutations. Similar there was an identical determination of 
rearranged genes and alleles in the same number of cases. All genes were functional with 
corcordance in B-cell receptor subset. Nucleotide sequences obtained by both methods were 
almost 100% identical with variations in their length, but sequences determined with the new 
method were always longer. The new method is therefore perfectly repeatable and 
comparable with the old one.  Our results aligned wonderfully, the new method is more 
sensitive with the possibility of quantification and determination of more than one 
rearranged gene. We can conclude that introduction of next-generation sequencing method 
into routine work could improve treatment of patients in the future. Extensive standardisation 
and validation are of course needed beforehand.   
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SEZNAM OKRAJŠAV 
AID: aktivacijsko inducirana citidin deaminaza (angl. Activation-induced cytidine 
deaminase) 
BCR: B-celični receptor (angl. B-cell receptor) 
bp: bazni par 
DNA: deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 
cDNA: komplementarna deoksiribonukleinska kislina 
Cq: kvantifikacijski cikel (angl. quantification cycle) 
ERIC: European Research Initiative on CLL 
HDR: homologno-usmerjen popravljalni mehanizem (angl. homology-directed repair) 
IGHV: variabilni del gena za težko verigo imunoglobulina (angl. immunoglobulin heavy 
chain variable gene) 
IMGT: International ImmMunoGeneTics information system 
KK: kompleksen kariotip (angl. complex karyotype) 
KLL: kronična limfocitna levkemija (angl. chronic lymphocytic leukemia) 
M-IGH: mutiran mutacijski status gena IGHV 
MNC: mononuklearne celice 
NGS: metode sekvenciranja naslednje generacije (angl. next-generation sequencing) 
NTC: negativna kontrola (angl. non template control) 
PCR: verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction) 
qPCR: verižna reakcija s polimerazo v realnem času (angl. real-time polymerase chain 
reaction) 
RNA: ribonukleinska kislina (angl. ribonucleic acid) 
SHM: somatska hipermutacija (angl. somatic hypermutation) 
U-IGH: nemutiran mutacijski status gena IGHV 
ZIGP: zarodna imunoglobulinska proga (angl. germline) 
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1 UVOD 
Kronična limfocitna levkemija (KLL) je novotvorba zrelih limfocitov B, za katero je 
značilna izjemna heterogenost, ki se kaže kot svojstven odraz te bolezni pri posameznikih. 
Nekateri bolniki doživijo agresivno obliko KLL, s potrebo po takojšnjem zdravljenju kmalu 
po postavitvi diagnoze, z veliko možnostjo ponovitve bolezni, kljub predhodnemu 
izboljšanju ali celo z neodzivnostjo na zdravljenje. Pri drugih je bolezen mila, indolentna, 
zdravljenje nepotrebno, preživetje daljše. V taki obliki se pojavi pri eni tretjini bolnikov, 
katerih pričakovana življenjska doba je enaka kot pri zdravih posameznikih. 10% bolnikov 
doleti agresivna oblika s povprečnim preživetjem 1-3 leta od postavljene diagnoze. Preostali 
bolniki imajo sprva 5-10 letni benigni potek bolezni, ki se nato spremeni v hitro napredujočo 
obliko. Za izbiro ustreznega zdravljenja tako potrebujemo čim več bioloških označevalcev 
z dobro napovedno vrednostjo (1). Heterogenost je posledica tako znotraj- kot zunajceličnih 
mehanizmov. K prvim spada aktivacija onkogenov, tj. genov, ki so vzrok in gonilo nastanka 
raka (primer je NOTCH1), in/ali izguba tumor supresorskih genov, kot sta TP53 in ATM. K 
drugim pa komunikacija celic KLL s svojim mikrookoljem preko raznih receptorjev, kar 
omogoča prenos različnih signalov (2). 
V zahodnem svetu je KLL najpogostejša oblika levkemije, predstavlja 25% vseh levkemij 
odraslih in okrog 25% ne-Hodgkinovih limfomov. Kadar govorimo o njej, to običajno 
pomeni B-celično KLL (B-KLL), saj je kronična limfocitna levkemija z značilnostmi 
limfocitov T zelo redka bolezen. Ob postavitvi diagnoze je povprečna starost bolnikov 71 
let, pojavnost v ZDA je 4,5 primerov na 100 000 ljudi, pogostejša je pri posameznikih z 
družinsko zgodovino KLL. Lahko se kaže le kot asimptomatska limfocitoza ali levkocitoza 
v periferni krvi, pa tudi kot limfadenopatija, hepatosplenomegalija, odpoved kostnega 
mozga, ponavljajoče se okužbe, avtoimunska hemolitična anemija ter avtoimunska 
trombocitopenija. Redko lahko pride do transformacije KLL v difuzni velikocelični B 
limfom (Richterjeva transformacija), v Hodgkinov limfom ali sarkom prepletenih 
dendritičnih celic. Potek teh bolezni je agresiven in odziv na zdravljenje slab (3,4). 
2 Postavitev diagnoze  
Za izključitev ostalih limfoproliferativnih bolezni, kot sta npr. dlakastocelična levkemija in 
limfom plaščnih celic ter zanesljivo postavitev diagnoze, vedno naredimo celotno in 
diferencialno krvno sliko s pregledom krvnega razmaza pod mikroskopom ter 
imunofenotipizacijo limfocitov. 
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KLL potrdimo s prisotnostjo ≥ 5 x 109/L klonalnih limfocitov B v periferni krvi več kot tri 
mesece. Klonalnost limfocitov dokažemo z uporabo pretočne citometrije, s katero 
ugotovimo značilen imunofenotip. Pri pregledu krvnega razmaza najdemo značilno majhne, 
zrele limfocite z ozkim robom citoplazme in z gostim jedrom, delno agregiranim 
kromatinom in odsotnimi jedrci. Pri pripravi krvnega razmaza nastajajo Gumprechtove 
sence. Če najdemo ≥ 55% prolimfocitov,  postavimo diagnozo prolimfocitne levkemije. 
Monoklonsko limfocitozo B (MBL) opredelimo kot stanje, ko ugotovimo odsotnost 
limfadenopatije ali organomegalije in absolutni porast klonalnih limfocitov B, ki jih je < 5 x 
109/L krvi. V enem letu preide 1-2% MBL v KLL (4, 5, 6, 8). 
Celice KLL imajo na svoji površini prisoten antigen CD5, skupaj z antigeni limfocitov B: 
CD19, CD20 in CD23. V primerjavi z normalnimi limfociti B sta izražanji označevalcev 
CD20 in CD79b značilno nižji. Značilna je odsotnost CD22 in FMC7 (8). Za postavitev 
diagnoze in morebitno kasnejše spremljanje zdravljenja določajo še CD43, CD79b, CD81, 
CD200, CD10 ali ROR1 (4, 5).  
Pregled kostnega mozga za samo postavitev diagnoze ni potreben, vendar nam lahko pomaga 
ugotoviti, ali je morda prisotnost citopenij posledica infiltracije z levkemičnimi celicami v 
kostnem mozgu. Ocenimo tudi vrsto infiltracije; lahko je razpršena ali enakomerna. To je 
pomembna informacija pred pričetkom zdravljenja s citotoksičnimi učinkovinami. Kadar po 
zdravljenju citopenija vztraja, ponovimo biopsijo kostnega mozga za natančnejšo 
opredelitev njenega vzroka (3, 4, 8). 
3 Napoved poteka bolezni 
3.1 Klinični pregled  
Klinični sistem ocene razširjenosti bolezni po Raiju in Binetu razvršča bolnike v tri skupine 
na podlagi fizičnega pregleda in standardnih laboratorijskih testov, brez uporabe slikovnih 
tehnik. 
Sistem razvrščanja po Raiju razvršča bolnike v tri napovedne skupine (Preglednica I):  
Preglednica I: Razvrstitev stadijev KLL po Raiju (povzeto po (6)). 
Tveganje Klinične značilnosti 
nizko limfocitoza z levkemičnimi celicami v krvi in/ali kostnem mozgu (infiltracija 
limfatičnih celic > 30%) 
srednje limfocitoza, povečane bezgavke na katerikoli lokaciji, splenomegalija in/ali 
hepatomegalija 
visoko z boleznijo povezana anemija (Hb < 110g/L) ali trombocitopenija (trombociti 
< 100 x 109) 
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V Evropi običajno uporabljamo sistem razvrščanja po Binetu, ki temelji na številu vključenih 
področij. Definirana so s prisotnostjo povečanih bezgavk (premer več kot 1 cm) ali 
organomegalije ter anemije ali trombocitopenije. Področja so: (1) glava in vrat, (2) pazduhi 
(prizadetost obeh pazduh velja za eno področje), (3) dimlje, (4) tipljiva vranica in (5) tipljiva 
jetra (klinično povečana) (Preglednica II). 
Preglednica II: Razvrstitev stadijev KLL po Binetu (povzeto po (6, 7)). 
Klinično razvojna 
stopnja 
Klinične značilnosti 
A hemoglobin (Hb) ≥ 100 g/L in trombociti ≥  100 x 109/L, vključno do dve 
zgoraj našteti področji 
 
B Hb ≥ 100 g/L in trombociti ≥  100 x 109/L, dve do tri področja 
 
C Hb < 100 g/L in/ali trombociti < 100 x 109/L 
 
 
Odločitev za zdravljenje je odvisna predvsem od tega, ali je bolezen aktivna oz. so njeni 
simptomi izraženi. Asimptomatskih bolnikov s KLL v zgodnjem stadiju (Rai 0, Binet A) ne 
zdravimo, le spremljamo do napredovanja bolezni. V primeru napredovale, 
simptomatske/aktivne bolezni, je zdravljenje potrebno. Kaže se kot napredujoča odpoved 
kostnega mozga s prisotnostjo anemije in/ali trombocitopenije (Binet C, Rai III ali IV), 
napredujoča ali simptomatska splenomegalija oz. limfadenopatija ter limfocitoza (5, 7). 
3.2 Biokemični kazalci  
Pri napovedi preživetja bolnikov s KLL naj bi pomagali tudi določeni serumski biokemični 
označevalci, kot so timidin kinaza, β2-mikroglobulin in encim laktat dehidrogenaza (LDH). 
Timidin kinaza je encim, ki je ključen pri nastajanju DNA in katerega aktivnost je odvisna 
od celičnega cikla. Je splošen pokazatelj proliferacije in se uporablja za napoved hitrosti 
poteka bolezni. β2-mikroglobulin je lahko povišan in to povišanje je sorazmerno s stopnjo 
bolezni. Vrednosti > 3 mg/L so povezane s slabšim odzivom na zdravljenje. Poviša ga lahko 
tudi slabše delovanje ledvic. Vrednosti LDH so običajno normalne, rahlo zvišanje kaže na 
hitro napredujočo bolezen, visoko zvišanje je znak preobrazbe bolezni. Kaže lahko na 
prisotnost avtoimunske hemolitične anemije (5, 8). 
 
3.3 Genetski kazalci 
3.3.1 Citogenetske in molekularno genetske preiskave 
Doslej so določili že več kot 40 mutacij v genih, ki so povezani s KLL. Ti geni, 
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- sodelujejo pri znotrajcelični signalizaciji: NOTCH1, FBXW7,  
- so vnetni receptorji: MYD88, 
- so kinaze regulirane preko signalnih poti MAPK: BRAF, KRAS, NRAS, MAP2K1,  
- sodelujejo v NF-κB signalnih poteh: BIRC3, TRAF3, NFKBIE,  
- sodelujejo pri nadzoru poškodb DNA in celičnem ciklu: ATM, TP53, SAMHD1, 
POT1,  
- modificirajo kromatin: HIST1H1E, CHD2, ZMYM3,  
- sodelujejo pri prepisovanju DNA: EGR2, IRF4, BCOR, MED12 in  
- sodelujejo pri procesiranju RNA: XPO1, SF3B1, RPS15 (9, 10, 11, 12).  
Pri 80% obolelih za KLL lahko s fluorescenčno in situ hibridizacijo (FISH) zaznamo 
citogenetske spremembe. Najpogostejše so: 
- delecija dolge ročice kromosoma 13 - del(13)(q14), 
- trisomija kromosoma 12,  
- delecija dolge ročice kromosoma 11- del(11)(q22-23) in  
- delecija kratke ročice kromosoma 17 - del(17)(p13).  
Do delecije na kromosomu 13 pride pri kar 56-60% bolnikov s KLL. Del, ki ga izgubimo, 
zapisuje miR15A in miR16A mikroRNA. V normalnih celicah sta le-ti zadolženi za regulacijo 
apoptoze in celičnega cikla, zato se podaljša preživetje tumorskih celic. Do delecije na 
kromosomu 17 skoraj vedno pride na kratki ročici, kjer se nahaja tumor supresorski gen 
TP53. Zaradi pojava odpornosti na zdravljenje je povezana s slabšim izidom in odgovorom 
na standardne oblike zdravljenja s kemoimunoterapijo. Mutacija gena TP53 se pojavlja pri 
4-37% bolnikov z del(17), medtem ko je precej redkejša pri bolnikih brez del(17), a še vedno 
z enako slabim odgovorom na kemoterapijo in krajšim časom preživetja (7). Hkrati pomeni 
prisotnost del(17) in/ali mutacije TP53 dober odziv na zdravljenje z ne-kemoterapevtiki, kot 
so zaviralci Brutonove tirozin kinaze, PI3K in Bcl2. Skupaj z del(11) se pri 36% bolnikov 
pojavlja mutacija ATM (ki je tudi tumor supresor), pri 5% BIRC3 ter pri nekaterih SF3B1.  
Če upoštevamo samo citogenetiko, opazimo najbolj neugoden potek bolezni pri 
del(17)(p13), ne glede na druge prisotne preureditve, sledi del(11)(q22-23), trisomija 12, 
normalen kariotip in nazadnje del(13)(q14) (9). Po vključitvi genetskih mutacij k rezultatom 
FISH pride do prerazporeditve 20% bolnikov iz skupin z nizkim tveganjem, v skupine z 
visokim tveganjem (3, 9, 12), kot je vidno v Preglednica III. 
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Preglednica III:  Citogenetika in mutacije genov kot napovedni dejavnik pri KLL (povzeto po (9)). 
Tveganje Možnost 
10-letnega 
preživetja 
Značilnosti Delež pri na novo 
diagnosticirani 
KLL 
visoko 29% prisotnost TP53 in/ali BIRC3 ne glede na ostale 
anomalije  
15-20% 
srednje 37% prisotnost NOTCH1 in/ali SF3B1 in/ali del(11q) v 
odsotnosti TP53 in BIRC3 
15-20% 
nizko 57% trisomija kromosoma 12 ali normalna genetika 40% 
zelo nizko 69% prisotnost izolirane del(13q) 25% 
 
Na pomembnosti pri napovedovanju napredovanja bolezni vedno bolj pridobiva t.i. 
kompleksen kariotip (KK), kar je po definiciji prisotnost ≥ 3 abnormalnosti v 2-eh ali več 
metafazah. Pri KLL je dovolj, da najdemo 3 ali več spremembe že v enem klonu. Če najdemo 
≥ 5 kromosomskih sprememb, gre za visoko KK in prognoza je neugodna ne glede na ostale 
biološke kazalce. Vse prej omenjene spremembe, ki se pojavljajo samostojno, so hkrati lahko 
prisotne tudi v KK. Medtem pa dodatni material na področjih 2p, 3q in 8q ter izgube področij 
3p in 8p najdemo le pri KK (13). Kadar imamo KK s prisotnimi 3 ali 4 spremembami, je le-
ta klinično pomemben samo, če je ena od njih v genu TP53 (14). KK se pogosteje pojavlja 
pri bolnikih z nemutiranim genom IGHV, z delecijo gena ATM in mutacijo gena NOTCH. 
Seveda je za prognozo pomembna točna kombinacija teh sprememb, ne le njihovo število. 
Npr. anomalije kromosoma 8 poslabšajo klinični izid bolnikov brez mutacije gena TP53 
(13). 
Genetske preiskave je potrebno izvesti pred začetkom zdravljenja in jih ponoviti pred vsako 
spremembo načina zdravljenja, saj se genetske spremembe lahko pojavijo tudi med potekom 
bolezni (6). Hkrati je treba poudariti, da vse omenjene preiskave niso vključene v smernice 
za opredelitev tveganja napredovanja bolezni. Pred zdravljenjem je namreč nujno potrebna 
le FISH za določitev del(13)(q14), trisomije kromosoma 12, del(11)(q22-23) in 
del(17)(p13), določitev mutacije gena TP53 ter mutacijska analiza gena IGHV (6, 10). 
3.3.2 Mutacijska analiza IGHV 
Molekula imunoglobulina je del multimernega kompleksa B-celičnega receptorja (BCR), ki 
se oblikuje med dozorevanjem limfocitov B in je prisoten na površini vseh naivnih 
limfocitov B. Ker levkemične celice izhajajo iz preobrazbe limfocita B, ostane na vsakem 
klonu identično preurejen imunoglobulin (1). Klonalni BCR levkemičnih limfocitov B ostaja 
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stabilen in nespremenjen med boleznijo (12). Tako je postalo ugotavljanje mutacijskih 
sprememb preurejenega variabilnega dela gena za težko verigo imunoglobulina (IGHV) v 
klonu limfocitov B neodvisen napovedni dejavnik za potek bolezni (1, 15).  
Obstajata dve klinični skupini KLL, ki ju ločimo na podlagi skladnosti variabilnega gena z 
zaporedjem najbližji zarodni imunoglobulinski progi (ZIGP; angl. germline) gena IGHV. 
Mutiran gen IGHV (M-IGH) je z ZIGP skladen v manj (ali enako) kot 98%, nemutiran gen 
IGHV (U-IGH) pa v več kot 98% (23). Pri celicah KLL z U-IGH prihaja zaradi povečane 
signalizacije BCR v  primerjavi s celicami z mutiranim genom do funkcionalnih razlik v tipu 
interakcij med antigenom in BCR. Celice z U-IGH zaradi pomanjkanja somatskih 
hipermutacij ohranijo polireaktivnost in so zato zmožne vezave številnih epitopov. To se 
kaže kot agresiven, hitrejši potek bolezni in napoved preživetja je slabša. Nasprotno se celice 
z M-IGH zaradi anergije ne odzovejo na stimulacijo BCR, ali pa se je zaradi akumulacije 
mutacij preko procesa somatske hipermutacije (SHM) zmanjšala njihova antigenska 
specifičnost (9, 16). M-IGH je prisoten pri približno polovici bolnikov s KLL in ti imajo 
ugodnejši potek bolezni. Mutirana oblika je pogostejša pri novo diagnosticiranih in 
asimptomatskih bolnikih (pri približno 60%), nemutirana pa pri bolnikih z bolj napredovalo 
obliko bolezni (v 50-60%) in pri bolnikih, ki so po predhodnem izboljšanju ponovno zboleli 
(v 70-80%) (1).  Kadar določimo skladnost z zarodno linijo med 97 in 97,9% dobimo mejno 
mutiran, nejasen status (23).  
Raziskave kažejo, da imajo limfociti z U-IGH krajše telomere, kar vodi v genomsko 
nestabilnost in posledično kopičenje genomskih napak. Vse to pa vodi v nastanek KK. Ni 
presenetljivo, da je največkrat okvarjena funkcija  genov TP53 in ATM, katerih naloga je 
prav ohranjanje genomske stabilnosti (20). Tako je bistveno, da za napoved poteka bolezni 
poleg vseh citogenetskih in genetskih sprememb, upoštevamo še mutacijski status IGHV.  
 
3.3.3 Stereotipni B-celični receptor 
Približno ena tretjina pacientov ima skoraj identični BCR, saj se znotraj CDR3 pojavljajo 
podobni motivi aminokislin. Prisotni so pri nesorodnih bolnikih, kar kaže, da igra selekcija 
(avto)antigenov pomembno vlogo pri patogenezi bolezni. To imenujemo stereotipni B-
celični receptor. Bolniki, ki sodijo v isto stereotipno podskupino, imajo podobne biološke in 
klinične značilnosti (1), kar upoštevamo pri izbiri načina zdravljenja. 
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Poznamo več podskupin stereotipnih BCR znotraj U-IGH in M-IGH. V isto podskupino 
spadajo tisti s preurejenimi sekvencami genov IGHV-IGHD-IGHJ, imeti morajo identične 
dolžine gena VH CDR3, znotraj katerih je identično zaporedje aminokislin. Prav tako se 
morajo v 50% ujemati v vseh aminokislinah in le-te morajo v 70% imeti podobne fizikalno-
kemijske lastnosti. 
Podtipi #1, #2 in #4 vsak izražajo svoj klinični profil, ki vključuje starost, spol, bolezensko 
breme ob diagnozi, nagnjenost in čas do kliničnega napredovanja ter celo izida bolezni. 
Podtipa #1 in #2 povezujemo z agresivno obliko bolezni, s podobno prognozo kot pri 
prisotnosti mutacije TP53. Podtip #4 se kaže kot indolentna oblika bolezni, s povprečnim 
pričetkom zdravljenja po 11-ih letih od postavitve diagnoze. Večinoma se pojavlja pri nižji 
starosti in pri M-IGH. Podtip #8 se pogosteje pojavlja pri U-IGH in pomeni večje tveganje 
za Richterjevo transformacijo (19). Prisotnost stereotipne kombinacije nabora genov VH3-
21 napoveduje neugoden izid bolezni, neodvisno od mutacijskega statusa (3). Trenutno je 
najdenih 19 različnih podtipov, vendar razvrščanje v stereotipne skupine IGHV zaenkrat sodi 
v rutinsko opredelitev napovedi le po nekaterih priporočilih (24, 25).  
4 Somatska rekombinacija in hipermutacije gena IGHV  
Do preureditve genov za imunoglobuline (somatske rekombinacije) prihaja med zgodnjim 
razvojem limfocitov v kostnem mozgu, kjer se različni genski segmenti naključno združijo. 
To so takoimenovani segmenti VH (angl. Variable), DH (angl. Diversity) in JH (angl. Joining) 
v genu za težko verigo imunoglobulinov na kromosomu 14 ter VL in JL v genu za lahko 
verigo imunoglobulinov na kromosomih 2 in 22. Rezultat je velika raznolikost antigenskih 
receptorjev, ki jo še poveča naključno vstavljanje segmentov VD, DJ in VJ na vezavna mesta 
(29) ter delecije nukleotidov med preureditvijo genov (27) (Slika 1).  
  
Slika 1: Shematski prikaz preureditve gena za težko verigo (povzeto po (27)). 
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Najbolj raznoliko območje je zgoščeno na področju CDR variabilnega dela imunoglobulina, 
ki je ključna za prepoznavanje antigenov. K protitelesni specifičnosti najbolj pripomorejo tri 
področja CDR, CDR1 in CDR2 se nahajata znotraj segmenta V, CDR3, ki je najbolj 
variabilna regija, pa vključuje delno segment V, celotni segment D in del segmenta J. 
Variabilni del težke verige imunoglobulinov tako sestavljajo tri področja CDR in štiri 
ogrodna področja (FR; angl. framework regions), ki omogočajo pravilno zvitje ter 
orientacijo CDR-jev.  
 
 
Slika 2: Poenostavljen prikaz molekule imunoglobulina. Z oranžno barvo sta označeni variabilni področji za 
težko (VH) in lahko (VL) verigo. Znotraj področja VH se nahajajo segmenti V, D in J, ki jih sestavljajo tri 
področja CDR (CR1-3) in štiri ogrodna področja (FR1-4) (povzeto po (26)). 
 
Insercije in delecije nukleotidov med rekombinacijo lahko povzročijo spremembe bralnih 
okvirjev. Če nastala zaporedja DNA kodirajo funkcionalen protein, so produktivna (30). Da 
limfociti B izražajo le en produktivno preurejen imunoglobulin, zagotavlja proces alelne 
izključitve (angl. allelic exclusion).  
Po stiku zrele celice B z antigenom pride v germinalnem centru do pojava še večje 
raznolikosti (diverzifikacija) v procesu SHM. Znotraj genov V pride do naključnih 
sprememb nukleotidov, kar omogoča t.i. zorenje afinitete. To pomeni, da se izberejo  in 
pomnožujejo le tisti limfociti B, ki sintetizirajo najbolj selektivne imunoglobuline, ostali pa 
gredo v apoptozo (26). SHM omogoča encim aktivacijsko inducirana citidin deaminaza 
(angl. Activation-induced (cytidine) deaminase; AID), skupaj z določenimi popravljalnimi 
mehanizmi (29, 31), ki so nagnjeni k napakam, načrtno vnaša mutacije v genu IGHV. 
Hipermutirani segmenti DNA so zelo krhki in se radi prelomijo, ti prelomi v dvovijačni 
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DNA pa aktivirajo nove popravljalne mehanizme. Homologno-usmerjen popravljalni 
mehanizem (angl. homology-directed repair) kot matrico potrebuje homologni kromosom 
in deluje le na podvajajočih se celicah v S/G2 fazi celičnega cikla. To je zelo učinkovit 
popravljalni mehanizem, ki zagotavlja kontinuiteto DNA. Ta mehanizem pogosteje 
uporabljajo hitro deleče se celice, ki zato pridobijo status U-IGH. Popravljalni mehanizem 
ne-homolognega zlepljanja koncev (NHEJ) uporablja ligazo, ki poveže dva prelomljena 
DNA konca. Za delovanje ne potrebuje matrice in učinkuje skozi celotni celični cikel. 
Pogosteje ga uporabljajo počasi deleče se celice in ne le, da NHEJ mutacij ne odstrani, 
prihaja še do novih, saj poškodovane prelome DNA zlepi z naključnimi zaporedji. Te celice 
imajo mutacijski status M-IGH (28).  
Rekombinacija s številnimi različnimi preureditvami omogoča visoko raznolikost molekul 
imunoglobulina (do 1012). Vsaka preureditev je neodvisna in edinstvena, zato je možnost za 
nastanek istega zaporedja pri dveh nesorodnih celicah izjemno majhna. Kadar najdemo 
identične preureditve pri skupini celic, gre za klonalno populacijo (32). 
5 Določanje mutacijskega statusa IGHV pri KLL 
5.1 Analiza s sekvenciranjem po Sangerju 
V klinični uporabi je zlati standard za določanje mutacijskega statusa IGHV pomnoževanje 
prepisa gena IGHV z verižno reakcijo s polimerazo (PCR), sekvenciranje po Sangerju (SS) 
in primerjava genskega prepisa z znanim zaporedjem ZIGP, ki je na voljo v podatkovnih 
zbirkah. 
Klonalno populacijo limfocitov B dokažemo s pomnoževanjem preurejenega območja V-D-
J gena za težko verigo imunoglobulina (27). Primeren vzorec za analizo je periferna kri ali 
aspirat kostnega mozga zbran v vsebnike z etilendiamintetraocetno kislino (EDTA). Zaradi 
možnosti interferenc heparina z DNA polimerazo in encimom reverzno transkriptazo, se 
njegovi uporabi izogibamo. Potrebujemo vsaj 3 mL periferne krvi ali 1 mL kostnega mozga 
(22). Po priporočilih ERIC (European research initiative on CLL) je primerna uporaba tako 
komplementarne DNA (cDNA) kot genomske DNA (gDNA). Če je možno, uporabimo 
cDNA, da prepoznamo funkcionalne preureditve, s čimer se izognemo izvajanju dodatnega 
sekvenciranja. To je potrebno zaradi preureditve na drugem alelu, ki jo zaznamo pri analizi 
genomske DNA. Dvojne preureditve lahko zaradi izključitve alela zaznamo tudi pri analizi 
cDNA, ki hkrati omogoča določitev izotipa izraženih preureditev. Pri obratnem prepisovanju 
RNA v cDNA pa lahko pride do nastanka napak v zaporedju. Prednost gDNA je, da ne 
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potrebuje obratnega prepisovanja in omogoča analizo hranjenih vzorcev (zamrznjenih ali 
vzorcev shranjenih v parafinu). Njena uporaba je primernejša tudi pri daljšem transportiranju 
vzorcev (22, 23).   
 
Slika 3: Shematski prikaz preurejenega gena IGHV-IGHD-IGHJ z možnimi mesti vgradnje začetnih 
oligonukleotidov (prirejeno po (38)).  
Vodilni začetni oligonukleotidi (angl. leading primers) nam omogočajo pridobitev celotnega 
zaporedja regije gena IGHV in s tem natančen odstotek njenega ujemanja z najbližjo ZIGP. 
Uporabljajo se tudi začetni oligonukleotidi za ogrodno področje 1 (angl. FR1-primers), s 
katerimi pa ne analiziramo celotnega področja gena IGHV in zato je tudi odstotek ujemanja 
z ZIGP le približen (Slika 3). Ti začetniki se uporabljajo v številnih diagnostičnih 
laboratorijih in so bolj učinkoviti v primerjavi z vodilnimi. Uporabimo jih, kadar z vodilnimi 
začetniki ne dobimo zanesljivega rezultata. Nasprotno pa je potrebna uporaba vodilnih 
začetnikov, kadar dobimo mejni odstotek ujemanja. Po najnovejših priporočilih ERIC je 
zanesljiva le uporaba vodilnih začetnih oligonukleotidov, ker s pomnoževanjem le dela gena 
IGHV ne moremo pridobiti točnega števila SHM. Če njihova uporaba iz kakršnegakoli 
razloga ni mogoča, je v izvidu potrebno jasno zapisati, da je število SHM lahko podcenjeno, 
delež skladnosti z ZIGP pa lažno previsok. Za pomnoževanje dednega materiala uporabimo 
hkratno reakcijo PCR ˝multiplex PCR˝. Zaznavanje preureditve IGH se vrši s 
poliakrilamidno elektroforezo ali s fragmentno analizo GeneScan, zaradi slabe resolucije 
elektroforeza na agaroznem gelu ni primerna. Sledi direktno sekvenciranje obeh verig DNA 
za pridobitev visoko kvalitetnega zaporedja (23). 
Pridobljeno sekvenco analiziramo z uporabo bioinformacijskega orodja IMGT/V-QUEST 
(IMGT= international ImMunoGeneTics information system), s katerim identificiramo V in 
J gene ter alele najbližje zarodne linije. To orodje združi dobljene rezultate in omogoča 
natančno analizo in identifikacijo genov D ter preureditev gena IGH. Odstotek ujemanja se 
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izračuna na podlagi števila razlik v nukleotidnem zaporedju (mutacij) in dolžine (v baznih 
parih; bp) najbolj homolognega zaporedja zarodnega gena IGHV po spodnji enačbi (23, 26).  
% ujemanja IGHV= 100 - 
š𝑡.  𝑚𝑢𝑡𝑎𝑐𝑖𝑗 𝑥 100
𝑑𝑜𝑙ž𝑖𝑛𝑎 𝑢𝑗𝑒𝑚𝑎𝑗𝑜č𝑒𝑔𝑎 𝑠𝑒,   𝑛𝑎𝑗𝑏𝑜𝑙𝑗 ℎ𝑜𝑚𝑜𝑙𝑜𝑔𝑛𝑒𝑔𝑎 𝑧𝑎𝑝𝑜𝑟𝑒𝑑𝑗𝑎 𝑔𝑒𝑛𝑎 𝐼𝐺𝐻𝑉 𝑣 𝑏𝑝
 
V vsakem izvidu je potrebno zapisati vse identificirane gene in alele IGHV, IGHD in IGHJ. 
V primeru kratkih VH CDR3 sekvenc in/ali prisotnosti večih somatskih hipermutacij je lahko 
določitev sekvence gena IGHD otežkočena ali celo nemogoča, kar jasno zapišemo in 
pojasnimo. Zapišemo, ali je določena preureditev gena IGHV-IGHD-IGHJ produktivna ali 
ne, ter točen odstotek ujemanja preurejenega gena IGHV z najbližjo ZIGP (mejna vrednost 
je 98%). Preureditev je produktivna, kadar dobimo funkcionalni gen IGHV, ki ga je možno 
primerjati z zarodno linijo. To pomeni, da ni prišlo do premika bralnega okvirja oz. nastanka 
stop kodona. Pri produktivni preureditvi preverimo, če ustreza kateri od podvrst 
stereotipnega BCR. Na koncu je potrebno povzeti vse pridobljene podatke in njihov vpliv 
na sam potek ter zdravljenje bolezni (23).  
Kljub robustnosti, visoki zanesljivosti in dobri ponovljivosti klasične metode SS, je le-ta 
omejena z dokaj nizko občutljivostjo (meja zaznavnosti je približno 15-20%) (98). 
Elektroforezna ločba ne razlikuje med klonalnimi populacijami z isto velikostjo produkta 
PCR, ki imajo različna zaporedja nukleotidov (32). 
5.2 Uporaba metod sekvenciranja naslednje generacije  
Alternativna metoda določanja mutacijskega statusa IGHV je naslednja generacija 
sekvenciranja (NGS). Zanesljivo določi celotno V-D-J zaporedje gena IGHV, od področja 
FR1 do FR4, vključno z visoko variabilnim področjem CDR3 ter nam omogoča 
identifikacijo večih klonalno nesorodnih preureditev gena IGHV.   
Gre za visoko zmogljivo metodo sekvenciranja (angl. high-throughput), s katero lahko iz 
zbirke fragmentov DNA pridobimo veliko število kratkih zaporedij (odčitkov). V primerjavi 
s SS pridobimo občutno večje količine podatkov, omogoča hkratno sekvenciranje večih 
različnih vzorcev in genov po nižji ceni na bp ter skrajšanim celotnim časom analize (angl. 
turnaround time), zato lahko klinično pomembne rezultate poročamo prej. Dolžina odčitkov 
je krajša, od ~50 do ~600 bp v primerjavi z ~800 bp pri SS, količina potrebnega vzorca je 
manjša. NGS omogoča tudi kvantitativno sledenje klonalnim populacijam in s tem določanje 
MRD. Stopnja napak je odvisna od posamezne platforme NGS, vendar je vedno višja kot pri 
SS, kjer je le 0,001%. (32, 33, 34, 35).  
12 
 
Vsaka NGS analiza temelji na treh korakih: Pripravi knjižnice cDNA, pomnoževanju 
knjižnice in nastajanju klonalnih skupkov, ter masivnem paralelnem sekvenciranju. 
 
Izhodni material za analizo je tako kot pri klasičnem določanju lahko gDNA ali mRNA (torej 
cDNA). Pri mRNA je potrebno izvesti obratno prepisovanje, sledi popravljanje koncev 
cDNA in vezava adapterjev. Običajno se na vsako molekulo cDNA dodajo kratka zaporedja 
8-22 bp, ki služijo kot molekularni označevalci (UMI; angl. unique molecular identifier). 
Pomagajo nam prepoznati število PCR produktov, saj imajo vse pomnožene molekule iz iste 
mRNA enak UMI. Tako se vzpostavi učinkovit nadzor nad nastajanjem napak med PCR in 
njihova korekcija (npr. izključitev himer, dvojnih odčitkov) (31). Sledi hkratna reakcija PCR 
z možnostjo uporabe različnih vrst začetnih oligonukleotidov, ki je potrebna za pridobitev 
zadostne količine DNA. To nam omogoča obogatitev cDNA knjižnice z vgrajenimi 
adapterji, njeno natančno kvantifikacijo in sekvenciranje (34). S PCR-jem lahko dodamo 
dodatne adapterske sekvence z uporabo začetnih oligonukleotidov na 3' koncu. Tako dobimo 
matrične molekule, ki vsebujejo vse potrebne elemente za pomnoževanje na površini 
pretočne celice oz. znotraj emulzije in za samo sekvenciranje (36, 37).  
 
Obstaja več različnih platform sekvenciranja, kot so 454 Roche, Illumina, SOLiD in Ion 
Torrent. Razlikujejo se glede na dolžino odčitkov oz. glede na to, koliko gena IGH pokrijejo. 
Zaželjeno je globoko sekvenciranje (angl. deep sequencing), kjer pridobimo visoko število 
edinstvenih odčitkov (angl. unique reads) v vseh območjih DNA zaporedja. Na izbor 
platforme vpliva cena, čas trajanja analize ter stopnja in vrsta napak, ki nastanejo pri analizi 
(36, 39).   
Med tehnologijami, ki so bile primerne za klinično prakso se je prvi uveljavil Roche/454. Ta 
tehnologija temelji na masivnem paralelnem pirosekvenciranju z uporabo emulzijske PCR. 
Ob vgradnji nukleotida pridobimo kemiluminiscenten signal, njegova intenziteta pa sovpada 
s številom vgrajenih baz. Ta tehnologija omogoča sekvenciranje daljših odčitkov do nekaj 
sto bp, vendar za precej visoko ceno, z nižjo zmogljivostjo in pogostejšimi indel-i 
(delecijami, insercijami) (40). Ker se število vgrajenih nukleotidov določa na podlagi 
intenzitete signala, predstavljajo velik problem homopolimeri, daljši od 8 bp (41). Ta 
platforma je bila ukinjena sredi leta 2016.  
Illumina uporablja tehnologijo sekvenciranja s sintezo, s čimer se izogne težavam zaradi 
homopolimerov, vendar na račun možnosti sekvenciranja le krajših fragmentov. Bolj kot 
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indel-i so tukaj problem substitucije, neenakomerna vgradnja nukleotidov na molekule 
znotraj skupkov pri sekvenciranju (angl. phasing) ter prekrivanje emisijskih spektrov 
fluoroforov (42). Je edina, s katero lahko pridobimo obojestranske odčitke, ki omogočajo 
boljšo pokritost, večje število odčitkov in več pridobljenih podatkov. Tako je olajšana 
primerjava z referenčnim zaporedjem (43). Z nizko stopnjo napake pri vgradnji nukleotidov 
in relativno nizko ceno, je trenutno najprimernejša in najbolj uporabljena metoda (29).  
Ion torrent prav tako temelji na sekvenciranju s sintezo, kjer se nova komplementarna veriga 
vedno podaljšuje za en nukleotid. Ob vgradnji nukleotida se sprosti vodikov ion, ki ga 
zaznamo s pH senzorjem. Podobno kot pri pirosekvenciranju je razlika v intenziteti signala 
sorazmerna s številom vgrajenih nukleotidov (44). 
SOLiD (angl. sequencing by oligo ligation detection) temelji na tehnologiji sekvenciranja z 
ligacijo. Ta poteka na pretočni celici z 8 bp dolgo ligacijsko sondo, ki je sestavljena iz 
ligacijskega in cepitvenega mesta ter štirih različnih fluorescentnih barvil, vezanih na zadnji 
bp sonde. Ob njeni vezavi na komplementarno mesto na matrični verigi, pride do cepitve 
zadnjih 3 nukleotidov na sondi in do zabeleženja fluorescentnega signala. Pridobljeni odčitki 
so precej kratki (do 100 bp), a imajo zelo nizko stopnjo napak in so cenovno ugodni (45). 
Ob povečani uporabi metod sekvenciranja naslednje generacije pa so se na trgu že pojavile 
tehnologije, ki temeljijo na sekvenciranju posamezne molekule (angl. single molecule 
sequencing) in spadajo k tretji generaciji sekvenciranja. Njena značilnost je, da ni 
pomnoževanja s PCR pred sekvenciranjem, kar občutno zmanjša čas priprave DNA, in da 
se signal ob vgradnji nukleotida v komplementarno verigo zaznava v realnem času. Prednost 
je torej v hitrejši pripravi vzorcev in hitrejši celotni analizi, omogoča nastanek zelo dolgih 
odčitkov (do 1300 bp) (45), vendar z višjo stopnjo napak in manjšo zmogljivostjo (le več 
deset tisoč odčitkov na analizo) (31). 
Ne glede na izbrano platformo, analizator poda ogromno pridobljenih podatkov v binarni 
obliki, kot so .bcl, BAM, FASTQ. S priporočeno programsko opremo jih običajno 
pretvorimo v FASTA obliko, ki je primerna za nadaljnjo vstavljanje v programe za dokončno 
analizo. To sta najpogosteje programski orodji IMGT in IgBLAST.  
 
5.2.1 Platforma Illumina 
Illumina uporablja tehnologijo klonalne pomnožitve cDNA knjižnice preko mostičkov (angl. 
bridge amplification) ter sekvenciranje s sintezo. 
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Na površini pretočne celice se nahajata dve vrsti oligonukleotidov. Vsaka matrična DNA 
vsebuje zaporedje nukleotidov, ki ustreza natančno enemu od začetnih oligonukleotidov na 
pretočni celici. Na njenem nasprotnem koncu je zaporedje, ki je drugemu začetnemu 
oligonukleotidu na pretočni celici obratno komplementarno. Torej se na pretočno celico 
hibridizirajo le tisti konci DNA, ki so komplementarni pritrjenim oligonukleotidom. S 
pomočjo encimov in reagentov, ki po kanalčkih pritečejo v pretočno celico, pride do 
pomnoževanja DNA. DNA polimeraza začne podaljševati oligonukleotide tako, da nastane 
obratno komplementarna kopija originalne matrice. Ta se pritrdi na površino pretočne celice, 
medtem ko se originalna matrica odplakne. Vsak prosti konec na novo nastale pritrjene 
verige DNA je komplementaren drugemu začetnemu oligonukleotidu na pretočni celici in 
se lahko nanj hibridizira. Polimeraza začne oligonukleotid podaljševati, da nastane produkt, 
ki ima dve vijačnici. Ta produkt denaturiramo, da nastaneta dve ločeni verigi, ki spet 
hibridizirata na pritrjene oligonukleotide. Ta postopek se ponavlja in posledično nastanejo 
skupki po približno 1000 kopij DNA, ki izvirajo iz ene same originalne matrice in so torej 
klonalne (47, 48). Skupki so matrica za sekvenciranje s sintezo (47), kjer se uporabljajo 
fluorescentno označeni deoksinukleotidi z reverzibilno vezanim zaključevalnim zaporedjem 
(terminatorjem). To omogoča, da se na zaporedje, ki ga določamo, veže samo en 
komplementarni nukleotid. Različni laserji vzbudijo fluorofor na vgrajenem nukleotidu in 
po prehodu svetlobe skozi več filtrov, ga identificiramo. Sekvenciranje se nadaljuje s 
ponavljanjem opisanega koraka v t.i. ciklih in pred naslednjim ciklom, tj. vgradnji in 
identifikaciji naslednjega nukleotida, se fluorescentna označba in zaključevalno zaporedje 
odstranita (47, 49, 50). Aparat vsak fragment DNA sekvencira z obeh strani, s 5' in 3' konca 
molekule. Tako lahko s sekvenciranjem 2 x 300 bp dobimo celotno zaporedje gena IGHV, 
ki je ponavadi dolgo 300-500 bp. Po končanem sekvenciranju sledi sestavljanje in analiza 
obojestranskih odčitkov (angl. paired-end reads) s pomočjo zmogljivih računalniških 
algoritmov in programov (40, 51, 52). 
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Slika 4: Na levi je prikaz nastanka obojestranskih odčitkov. Ker je dolžina vseh obojestranskih odčitkov znana, 
jih algoritmi lažje sestavijo in umestijo znotraj referenčnega zaporedja (prirejeno po (54)).  
Cenovna dostopnost, ki jo je omogočil prihod tretje generacije sekvenciranja, možnost 
hitrejše analize večjega števila vzorcev in širjenje na nova področja uporabe, ustvarjajo 
revolucijo na področju raziskovanja in rutinskega laboratorijskega dela. Narašča tudi število 
poročanj o uspešnih poskusih določanja mutacijskega statusa IGHV z NGS. Kljub dobri 
primerljivosti rezultatov, je le-te potrebno potrditi s SS, saj uradnih priporočil glede klinične 
interpretacije še ni (46, 53).  
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6 NAMEN DELA  
Mutacijski status preurejenega gena IGHV in stereotipni BCR v levkemičnem klonu 
limfocitov B je neodvisen napovedni dejavnik za potek bolezni KLL. Število določitev 
narašča zaradi njegovega pomena pri oceni napovedi in izbiri zdravljenja KLL. V okviru 
rednega preiskovanja ga določamo z metodo PCR in s SS.  
Namen našega dela je ovrednotiti določitev mutacijskega statusa gena IGHV z metodo NGS. 
Z reagenčnim kompletom Immunoverse™-HS BCR (ArcherDx) bomo iz vzorcev RNA 
naših preiskovancev pripravili knjižnico za NGS in izvedli sekvenčno analizo na aparatu 
NGS MiSeq (Illumina). Ta reagenčni komplet omogoča pomnoževanje, sekvenciranje in 
analizo težkih in lahkih verig BCR. Tako lahko določimo prisotnost SHM v genu IGHV.   
Rezultate metode NGS bomo primerjali z rezultati referenčne metode, ki jo že uporabljajo v 
laboratoriju za molekularno genetiko, specializirani hematološki laboratorij, univerzitetni 
klinični center Ljubljana. Analizirali bomo 25 vzorcev bolnikov s KLL, ki so jim v okviru 
rednega preiskovanja v laboratoriju že določili mutacijski status IGHV. Primerjali bomo 
mutacijski status (mutiran/mejno mutiran/nemutiran), delež identičnosti z najbolj skladnim 
zaporedjem ZIGP, skladnost opredelitve gena in alela IGHV, njegovo funkcionalnost 
(produktiven/neproduktiven), skladnost pridobljenih sekvenc ter opredelitev stereotipnega 
BCR. Hkrati bomo izvedli še ponovljivost med serijami pri pripravi in analizi knjižnice NGS 
treh vzorcev.  
Naša hipoteza je, da bodo rezultati v opredelitvi mutacijskega statusa IGHV in v opredelitvi 
gena IGHV popolnoma skladni. Pri drugih parametrih pričakujemo variacije, ki jih bomo 
ovrednotili z deležem skladnosti rezultatov. 
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7 MATERIALI IN METODE 
7.1 Vzorci 
Osnovni vzorec za analizo je bila RNA izolirana iz mononuklearnih celic (MNC) periferne 
krvi ali kostnega mozga bolnikov s potrjeno diagnozo KLL, katerim je bila naročena 
preiskava mutacijski status IGHV. Diagnoza KLL je bila pri vseh bolnikih potrjena z 
imunofenotipizacijo (značilni imunofenotip CD5, CD19, CD20 in CD23). 
Vzorci  periferne krvi ali punktata kostnega mozga so bili odvzeti v epruvete z 
antikoagulantom K2EDTA/K3EDTA. Preko fikola smo izolirali MNC. Izolacija temelji na 
različni specifični gostoti krvnih celic, ki se med centrifugiranjem ločijo v gradientu s 
fikolom. Nastanejo 4 plasti: eritrociti in granulociti, fikol, MNC in plazma (56). Končni 
vzorec za analizo je RNA, izolirana iz MNC.  
Vsi vzorci RNA so po analizi mutacijskega statusa IGHV z referenčno metodo ostali 
shranjeni na -80°C. Izbrali smo jih 25 in jih uporabili za določitev mutacijskega statusa 
IGHV z NGS. Vključili smo preiskovance obeh spolov (žensk je ena petina) s starostnim 
razponom od 41 do 81 let z mediano 67 let. V raziskavo smo vključili vzorce bolnikov, ki 
so imeli znan mutacijski status IGHV. Želeli smo približno enako število vzorcev z 
mutiranim in nemutiranim statusom, nekaj vzorcev z mejnim statusom in z vključitvijo 
edinega vzorca, kjer sta bili prisotni dve preureditvi gena IGHV.  
V Preglednica IV so navedeni demografski podatki bolnikov ter ključni parametri krvne 
slike na dan odvzema vzorca krvi, pridobljeni iz laboratorijskega informacijskega sistema 
(LABIS): starost, spol, bela in rdeča krvna slika ter številčna koncentracija trombocitov. Pri 
nekaterih vzorcih je krvna slika normalna (ker so bili bolniki zdravljeni) oz. je bila izvedena 
izven hematološkega laboratorija in nimamo podatkov o njej.  
Preglednica IV: Demografski podatki preiskovancev in parametri krvne slike. 
Št. vzorca Starost Spol 
KRVNA SLIKA 
Levkociti 
[10^9/L] 
Limfociti 
[10^9/L] 
Hemoglobin 
[g/L] 
Trombociti 
[10^9/L] 
Z6100 63 M 13,85 12,81 127 36 
Z6170 59 M 4,93 0,47 130 125 
Z6323 46 M 109,99 107,29 119 110 
Z6539 70 Ž     
Z6716 78 M     
Z6743 77 Ž 23,84 19,93 122 66 
Z6910 59 M 193,50 186,05 96 79 
Z6925 57 Ž 11,57 8,51 138 233 
Z6926 65 Ž 25,86 20,84 137 158 
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Z6934 66 M 72,73 70,4 114 71 
Z7000 68 Ž 62,77 60,61 121 52 
Z7778 67 M     
Z7779 63 M     
Z8053 71 M 254,89 246,46 131 225 
Z8056 41 M 203,54 173,44 143 176 
Z8154 54 M 96,62 93,95 128 101 
Z8358 81 M     
Z8474 55 M 108,50 97,79 81 14 
Z8714 73 M 73,82 65,86 107 161 
Z9090 70 M 28,07 22,68 76 96 
V0130 76 M 40,23 36,43 139 76 
V0236 75 M 127,51 109,27 111 51 
V0407 82 M 18,01 11,3 114 162 
V0547 68 M 73,29 53,58 118 105 
V0703 59 M 45,89 37,84 82 25 
Referenčne vrednosti 4,0-10,0 1,1-3,5 130-170 150-410 
 
 
7.2 DOLOČANJE MUTACIJSKEGA STATUSA IGHV Z REFERENČNO 
METODO 
Referenčna metoda temelji na uporabi reagenčnega kompleta IGH Somatic Hypermutation 
Assay v2.0 (InVivoScribe Technologies). Osnova za preiskavo je RNA izolirana iz MNC 
periferne krvi ali kostnega mozga, kot je opisano v poglavju 7.1. Po prepisu RNA v cDNA 
sledi PCR reakcija, kjer sta na voljo dve možnosti. Uporabimo lahko začetne 
oligonukleotide, ki prepoznajo vodilno območje težke verige imunoglobulina (mešanica 1-
MM1) ali začetne oligonukleotide, ki prepoznajo ogrodno verigo 1 (mešanica 2) in JH 
reverse začetni oligonukleotid. Z uporabo mešanice 1 obsega produkt celotno področje V 
(od FR1 do področja J), z mešanico 2 pa dobimo le del področja FR1. Analizo vedno najprej 
opravimo z reakcijo, kjer so vključeni vodilni oligonukleotidi. Če ne dobimo produkta PCR, 
uporabimo začetne oligonukleotide, ki se nalagajo v variabilni del FR1.  
 
Slika 5: Prikaz območij gena IGHV in mesta pritrditve različnih začetnih oligonukleotidov (prirejeno po (58)). 
Ob koncu reakcije PCR je potrebno preveriti kvaliteto produktov z agarozno elektroforezo. 
V primeru uspešnega pomnoževanja nadaljujemo z analizo s heterodupleks pristopom. 
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Produkte reakcije PCR denaturiramo pri visoki temperaturi in jih nato hitro ohladimo, da se 
ponovno združijo. V prisotnosti klonalne populacije s poliklonalnim ozadjem, se produkti 
nepravilno povežejo. Skozi poliakrilamidni gel potujejo počasneje, kar omogoča boljšo 
ločitev in identifikacijo. Pravilne PCR produkte izrežemo, jih očistimo, nanesemo na 
agarozni gel, ki vsebuje interkalacijsko barvilo za dvoverižno DNA in po elektroforezi 
ocenimo volumen vzorca PCR za sekvenčno reakcijo. Zatem izvedemo sekvenčno reakcijo 
in rezultate interpretiramo s pomočjo bioinformatičnih orodij IMGT/V-QUEST in 
ARResT/AssignSubsets (glej poglavje 7.3.8) (57, 58).  
 
7.3 DOLOČANJE MUTACIJSKEGA STATUSA IGHV S TEHNOLOGIJO 
SEKVENCIRANJA NASLEDNJE GENERACIJE (NGS) 
 
7.3.1 Uporabljeni reagenti, aparature in materiali 
 
REAGENTI 
 Komplet reagentov Immunoverse™-HS BCR za Illumino (ArcherDX) 
 1 M Tris-HCl s pH 8,0 (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific) 
 100% etanol (Honeywell) 
 1 M NaOH 
 Archer MBC Adapters for Illumina (ArcherDx) 
 Agencourt® AMPure® XP Beads magnetne kroglice (MagnaMedics) 
 RNase AWAY® 
 KAPA Universal Library Quantification Kit (KAPA Biosystems): 6 standardov 
DNA (20 pM, 2 pM, 0,2 pM, 0,02 pM, 0,002 pM, 0,0002 pM), barvili ROX High 
in ROX Low, KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix (2X), Primer Premix 
 MiSeq® Reagent Kit v3: MiSeq pretočna celica, steklenička PR2 in reagenčna 
kartuša (Illumina) 
 Kontrola PhiX (Illumina) 
 Qubit® RNA HS Assay Kit (Thermo Fischer Scientific) 
 Sterilna RNaz in DNaz prosta voda (VWR) 
INSTRUMENTI IN OPREMA 
 Zamrzovalnik -80°C za hranjenje vzorcev 
20 
 
 Magnetno stojalo DynaMag-96 Side (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific) 
 Magnetno stojalo DynaMag-2 (Life Technologies) 
 Mikrocentrifuga: Multi-Spin MSC-6000 (BIOSAN) 
 Centrifuga: Labofuge 400 (Centric) 
 Avtomatska pipeta 
 Komora za sterilno delo DNA/RNA UV-Cleaner 
 Aparat PCR (Veriti in SimpliAmp) 
 ViiA7 (Applied Biosystems) 
 NanoDrop One (Thermo Fischer Scientific) 
 Tehtnica  
 Vrtinčasto mešalo 
 Qubit 3.0 (Invitrogen, Thermo Fischer Scientific) 
 MiSeq (Illumina) 
 
MATERIALI 
 50 mL centrifugirke 
 Avtoklavirane plastične Eppendorfove epruvetke (1,5 ml, 2,0 ml) 
 Polavtomatske pipete (Eppendorf, 0,1-10 µl; 20-200 µl, 200-1000 µl) 
 Nastavki za pipete 
 Staničevina 
 Mikrotitrske ploščice s 96 vdolbinami (Applied Biosystems) 
 Samolepilne folije za mikrotitrske ploščice (Applied Biosystems)  
 PCR stripi s pritrjenimi pokrovčki (Applied Biosystems) 
 PCR stripi brez pokrovčkov (Applied Biosystems) 
 Pokrovčki za PCR stripe (Applied Biosystems) 
 Hladilno stojalo za epice 
7.3.2 Merjenje čistosti in koncentracije RNA 
Nanodrop (Thermo Fischer Scientific) je mikrovolumski spektrofotometer, s katerim smo 
določili koncentracijo in kakovost RNA. Količina svetlobe, ki se absorbira pri 260 nm, je po 
Beer-Lambertovem zakonu sorazmerna s koncentracijo RNA. Ker je po protokolu naše 
metode potrebna bolj natančna meritev koncentracije RNA (fluorimetrično, ne 
spektrofotometrično), smo Nanodrop uporabili le za preverjanje njene kakovosti. Izmerili 
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smo absorbance pri 230 nm, 260 nm in 280 nm, razmerja absorbanc med valovnima 
dolžinama 260 nm in 280 nm ter med 260 nm in 230 nm. Optimalno razmerje absorbanc, ki 
pomeni kakovostno oz. čisto RNA je za razmerje A260/A280 približno 2 (do 2,1), pri 
A260/A230 pa 2,0-2,3. Nižje razmerje (pod 1,8) je pokazatelj prisotnosti proteinov, fenolov 
ali drugih kontaminantov, ki močno absorbirajo pri okrog 280 nm oz. pri 230 nm, kjer 
absorbirajo EDTA, ogljikovi hidrati, fenol, TRIzol, gvanidin tiocianat (59, 60, 61).   
Merjenje smo izvedli tako, da smo merilni del Nanodropa očistili z deionizirano vodo in 
obrisali s staničevino. Izbrali smo program za merjenje RNA in po navodilih aparata na 
merilni del odpipetirali najprej vodo, ki je naš slepi vzorec, nato pa še vse naše vzorce. Med 
vsako meritvijo smo merilni del obrisali s staničevino. 
Pri valovni dolžini 260 nm absorbirajo RNA, DNA, proteini, prosti nukleotidi in druge 
spojine, ki povzročajo kontaminacijo vzorca, zato smo za natančno določitev koncentracij 
RNA uporabili Qubit® (Thermo Fischer Scientific), ki deluje po principu vezave 
fluorescentnih barvil na RNA. Qubit® RNA HS Assay reagenčni komplet vsebuje 
koncentriran reagent, redčitveni pufer ter standarda #1 in #2, ki ju je potrebno hraniti na 4°C. 
Sledili smo protokolu Qubit® RNA HS Assay Kits, 2015 (Thermo Fisher Scientific) (62). 
Pripravili smo delovno raztopino za 26 vzorcev (zaradi izgub smo preračunali količino za en 
dodaten vzorec) in 2 standarda. Končni volumen v vsaki epici je bil 200 µL. Potrebovali smo 
torej 26 x 200 µL= 5600 µL delovne raztopine v razmerju 1:200, zato smo k 5572 µL 
redčitvenega pufra dodali 28 µL reagenta. Raztopini standardov smo pripravili tako, da smo 
v 0,5 µL epice odpipetirali 190 µL delovne raztopine in 10 µL standarda #1 ter isti postopek 
ponovili za pripravo drugega standarda (z dodatkom standarda #2). Podobno smo pripravili 
epice za vse vzorce, le da smo v tem primeru dodali 1 µL vzorca v 199 µL delovne 
raztopine1. Vse pripravljene epice smo 2-3 s vorteksirali in jih 2 min inkubirali na sobni 
temperaturi. Po navodilih smo s fluorimetrom pomerili najprej standarda, nato še vse vzorce 
(63). 
                                                             
1 Koncentracije naših vzorcev so bile tako visoke, da so se nahajale izven merilnega območja tega visoko 
občutljivega kita, ki je namenjen koncentracijam le do 100 ng. Vzorce smo tako redčili v razmerju 1:50 ali 
1:25 in dobljene rezultate preračunali v izvorne koncentracije v ng/µL. 
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7.3.3 Priprava knjižnice ciljanih fragmentov nukleinskih kislin za naslednjo 
generacijo sekvenciranja (knjižnica NGS)  
Za pripravo  knjižnice NGS smo uporabili reagenčni komplet Archer Immunoverse-HS BCR 
IGH (ArcherDx, USA). Komplet med drugim vsebuje specifične začetne oligonukleotide in 
adaptorje z molekularnimi označevalci, ki unikatno označijo in pomnožijo preureditve 
V(D)J. Vsebujejo tudi indekse, ki omogočajo hkratno sekvenciranje večih vzorcev. Postopek 
priprave je opisan v protokolu Archer® Immunoverse™-HSBCR Protocol for Illumina® 
(2018) (64).  
Predpriprava reagentov 
Pripravili smo: 
 10 mM Tris-HCl s pH 8,0, ki smo ga v dveh korakih pripravili iz 1 M Tris-HCl. K 
400 µL 1 M Tris-HCl smo dodali 39,6 µL sterilne RNaz in DNaz proste vode in 
dobili 500 mM Tris-HCl. Iz 30 µL 500 mM Tris-HCl in 1470 µL Ultra-Pure Water 
smo pripravili 10 mM Tris-HCl. 
 70% etanol, tako da smo 14 mL 100% etanola dodali k Ultra-Pure Water for Ethanol 
Dilution, ki se nahaja v reagenčnem kompletu. 
 5 mM NaOH iz 1 M NaOH. V sterilno čašo smo zatehtali 1g NaOH, dodali 25 µL 
sterilne RNaz in DNaz proste vode ter dobro premešali. Vzeli smo 5 µL te 1 M NaOH 
in dodali 995 µL Ultra-Pure Water. 
ArcherDx reagenti so v 0,2 mL stripih v liofilizirani obliki, zato smo se pri rokovanju z njimi 
držali posebnih napotkov. Pred odprtjem smo jih vedno segreli na sobno temperaturo, pred 
uporabo stripa naredili kratko centrifugiranje (˝spin down˝) in strip čimprej postavili na led. 
Ko smo v epruvetke stripa dodajali reagent/vzorec, se s pipeto nikoli nismo dotikali 
liofiliziranega reagenta. Vedno smo počakali vsaj 5 sekund, da se je liofiliziran reagent 
raztopil in šele nato vsebino premešali s pipetiranjem (vsaj 8-krat) in spet naredili kratko 
centrifugiranje. 
AMPure XP beads magnetne kroglice smo pred uporabo segreli na sobno temperaturo in jih 
vsakič premešali z vorteksiranjem. Tak način dela zagotavlja, da dobimo homogeno 
raztopino in v vsako epico odpipetiramo enako količino magnetnih kroglic.  
Posebno pazljivi smo bili pri označevanju stripov ter sprotnem dokumentiranju pri uporabi 
indeksov in adapterjev. 
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Postopek priprave knjižnice 
Na Slika 6 je shematično prikazan postopek priprave knjižnice za NGS z uporabljenim 
reagenčnim kompletom. Na označenih točkah je mogoče pripravo NGS knjižnice prekiniti. 
Pripravo knjižnice za NGS do prvega PCR smo napravili v enem, pripravo za PCR in 
kvantifikacijo knjižnice pa v drugem PCR kabinetu. 
 
Slika 6: Postopek priprave NGS knjižnice z ArcherDx Immunoverse-HS BCR kit-om (prirejeno po (64)). 
Vse korake inkubacije in PCR smo izvedli v aparatu za PCR (Veriti ali SimpliAMp, Applied 
Systems, Thermo Fischer Scientific). V prvem koraku smo vzorce razredčili na ustrezno 
koncentracijo, to je 400 ng. Sledilo je prepisovanje RNA v cDNA v dveh korakih in 
popravljanje koncev cDNA. Pred vezavo adapterjev morajo biti vsi konci DNA topi, zato 
smo uporabili mešanico encimov, ki so ustvarili fragmente s topimi konci in fosforiliranim 
5' koncem. Hkrati so se na 3' konce dodali nukleotidi A za uspešnejšo ligacijo adapterjev 
(ker imajo repe z zaporedjem nukleotida timin) (47). Po popravljanju koncev je sledilo prvo 
čiščenje z AMPure magnetnimi kroglicami, ki odstranijo vse fragmente DNA krajše od 150-
200 bp ter možne prisotne dimerje adapterjev. Naslednji korak je bila ligacija, ki poteka v 
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dveh stopnjah. Vgradijo se adapterji MBC (˝molecular barcode˝), ki so nosilci indeksa 2 
(P5). Na vsako matrico je potrebno čim bolj učinkovito vezati adapter z drugačnim 
nukleotidnim zaporedjem, hkrati pa paziti, da ne prihaja do vezave adapterjev med sabo, saj 
tudi iz dimerov nastanejo skupki, ki se lahko sekvencirajo. Uspešna vezava adapterjev je 
nujna za nastanek visoko kompleksne knjižnice z zadostnim številom unikatnih molekul, ki 
so na voljo za sekvenciranje (65). Uporaba molekularnih označevalcev omogoča 
zanesljivejše štetje in korekcijo napak, ki jih zaradi tehnologije NGS dobimo v rezultatih.  
 
Slika 7: Prikaz območij gena IGHV in mest pritrditve začetnih oligonukleotidov (prirejeno po (72)). 
Po ligaciji smo ponovno naredili čiščenje z magnetnimi kroglicami in izvedli prvi PCR, ki 
pomnoži DNA in s tem poveča količino knjižnice za sekvenciranje ter jo obogati s 
popolnoma pritrjenimi adapterji. V drugem PCR kabinetu smo po čiščenju izvedli pripravo 
vzorcev za drugi PCR, kjer pride do vgradnje indeksa 1 (P7) in fragmentov potrebnih za 
pritrditev na pretočno celico ter za pomnoževanje znotraj skupkov. V vsakem vzorcu sta 
tako prisotna dva indeksa, ki omogočata zanesljivo hkratno sekvenciranje večjega števila 
vzorcev. Pripravo knjižnice smo zaključili s čiščenjem po drugem PCR. 
 
7.3.4 Kvantifikacija knjižnice 
Za analizo nukleotidnega zaporedja z NGS potrebujemo točno določeno količino knjižnic 
DNA, da preprečimo nastanek pregostih ali preredkih skupkov na pretočni celici.  Zato je 
potrebno izbrati primerno metodo kvantifikacije. Najboljša izbira je verižna reakcija s 
polimerazo v realnem času (qPCR), uporabimo pa lahko še fluorescentne (Qubit) ali 
spektrofotometrične metode (Nanodrop) za merjenje koncentracije RNA ter 
Bioanalyzer/Tapestation, ki deluje po principu avtomatizirane elektroforeze (51, 73). qPCR 
se od klasične PCR reakcije razlikuje po zmožnosti sočasnega pomnoževanja in detekcije 
produktov, ki so fluorescentno označeni. Količina nastalega produkta se določa v 
eksponentni fazi vsakega cikla (66).  
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qPCR meri samo funkcionalne fragmente knjižnice brez dimerov, neoznačenih fragmentov 
knjižnic in prostih nukleotidov, ki so lahko prisotni v vzorcu (51). Z njim smo izvedli 
kvantifikacijo, njen postopek pa je natančno opisan v navodilih KAPA Library 
Quantification Kit (67).  
Reagenti in kontrole: 
 V KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix (2X) (5 mL) smo dodali 1 mL Primer 
Premixa (10X) in premešali z vorteksiranjem. 
 Pripravili smo si 10 mM Tris-HCl (pH 8,0), ki smo ga uporabili za redčitev knjižnic. 
K 39,6 mL sterilne RNaz in DNaz proste vode smo dodali 400 µL komercialno 
dostopnega 1 M Tris-HCl s pH 8,0.  
Negativno kontrolo (NTC) predstavlja RNaz in DNaz prosta voda, s katero smo pripravili 
reakcijsko mešanico. Za pipetiranje smo pripravili shemo pipetiranja, primer najdemo med 
prilogami  (Priloga 2). Negativno kontrolo in standarde smo pipetirali v trojniku, vzorce pa 
zaradi prostorske omejenosti v dvojniku. 
 
Delovni postopek qPCR 
Za natančnejšo kvantifikacijo smo iz vsake cDNA knjižnice pripravili dve redčitvi (1:40 000 
(40 K) in 1:80 000 (80 K)). Redčili smo s sveže pripravljenim 10 mM Tris-HCl tako, da smo 
naprej za vsako knjižnico pripravili redčino 1:100. V 1,5 mL epico smo pipetirali 198 µL 
Tris-HCl in 2 µL knjižnice. Iz te redčine smo vzeli 2 µL vzorca in dodali 798 µL Tris-HCl 
za končno redčino 1:40 K (redčimo 1:400) ter spet vzeli 2 µL redčine 1:100 ter dodali 1598 
µL Tris-HCl za končno redčino 1:80 K (redčimo 1:800). Sledila je priprava ustreznega 
volumna reakcijske mešanice. Za 95 reakcij (90 + 5 zaradi izgub pri pipetiranju) smo rabili 
1080 µL KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix + Primer Premix, 36 µL ROX Low in 324 
µL RNaz in DNaz proste vode ter tako dobili skupni volumen mešanice 1440 µL. V skladu 
s pripravljeno shemo pipetiranja smo v mikrotitrske ploščice pipetirali po 16 µL reakcijske 
mešanice in dodali 4 µL posamezne redčine knjižnice, standardov in vode (NTC). Ploščico 
smo pokrili in zalepili s samolepilno folijo in centrifugirali pri ~2000 rpm (670 x g) 1 min. 
Tako smo premešali vsebino in se znebili morebitnih mehurčkov. Nato smo pripravili 
instrument za qPCR, nastavili pogoje pomnoževanja reakcije ( 
Preglednica  V) ter v računalnik vnesli shemo pipetiranja. 
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Preglednica  V: Pogoji pomnoževanja za kvantifikacijo knjižnice za NGS (67).  
Korak Temperatura [°C] Čas [s] Št. ciklov 
Aktivacija  95 300 1 
Denaturacija  95 30 
35 
Prileganje/podaljševanje 60 45 
Analiza talilne krivulje 65-95 
 
Analiza rezultatov in izračun koncentracije knjižnice 
Po končanem qPCR smo določili bazno linijo in vrednost fluorescenčnega praga (intenziteta 
fluorescence, ki je zanesljivo večja od fluorescence ozadja). Kjer je vzorec dosegel ta prag, 
smo mu določili kvantifikacijski cikel (Cq). Razlika med najvišjo in najnižjo vrednostjo Cq 
med paralelkami mora biti ≤ 0,2. V primeru odstopanja ene od treh meritev v posamezni 
točki, smo to meritev izključili, oz. ponovili kvantifikacijo, če je prišlo do odstopanja pri 
posameznih vzorcih, kjer smo delali le v duplikatu. Za sprejetje umeritvene krivulje so 
morali biti izpolnjeni naslednji pogoji: naklon umeritvene krivulje je med -3,1 in -3,6, 
determinacijski koeficient R2 ≥ 0,99 ter izkoristek med 90% in 110%. Razlika povprečne Cq 
prve in druge redčitve knjižnice je morala biti med 0,7 in 1,3, razlika v koncentraciji 
neredčenih knjižnic med dvakratnimi redčinami pa manj kot 30%.  
S pomočjo standardne krivulje, smo pri obeh redčinah (1:40 K in 1:80 K) dobljene 
koncentracije normalizirali glede na dolžino fragmentov tako, da smo jih pomnožili s 
faktorjem 452/250, kjer je 452 bp dolžina standardov, 250 bp pa približno ocenjena 
povprečna dolžina cDNA knjižnice. Rezultat smo nato pomnožili še s faktorjem dilucije (x 
40 ali x 80).  
Konc. knjižnice (pM)= konc. s qPCR x 
452 
250 
 x dilucijski faktor 
Koncentracija knjižnice je povprečje koncentracij obeh redčitev. 
7.3.5 Priprava kontrole PhiX  
PhiX kontrola je z adapterji označena knjižnica, ki izboljša sekvenciranje in zanesljivost 
rezultatov. Pridobljena je iz majhnega genoma PhiX bakteriofaga, s povprečno dolžino 500 
bp in z uravnoteženim razmerjem baz (~45% GC in ~55% AT). Njen namen je povečanje 
raznovrstnosti naše knjižnice in kontrola kakovosti nastajanja skupkov in sekvenciranja (68).  
Reagenti  
Za pripravo kontrole PhiX smo potrebovali: 
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 200 mM Tris-HCl s pH 7,0, ki smo jo pripravili iz 800 µL sterilne RNaz in DNaz 
proste vode ter 200 µL 1 M Tris-HCl s pH 7,0.  
 0,1 M NaOH smo pripravili iz 900 µL sterilne RNaz in DNaz proste vode ter 100 µL 
1 M NaOH (ki smo ga uporabili že pri pripravi knjižnice, glej 7.3.3). 
Delovni postopek 
Postopek priprave 20 pM PhiX kontrole je povzet po navodilih zapisanih v (69). 
Odtalili smo epruvetko z 10 nM PhiX. Kontrolo smo razredčili do 4 nM tako, da smo v 1,5 
mL epruvetko odpipetirali 10 µL 10 nM PhiX in 15 µL resuspenzijskega pufra, vorteksirali 
in kratko centrifugirali. V novi sterilni 1,5 mL epruvetki smo denaturirali 5 µL 4 nM PhiX s 
5 µL 0,1 M NaOH, vorteksirali, kratko centrifugirali in inkubirali 5 min na sobni temperaturi. 
S 5 µL 200 mM Tris-HCl smo raztopino nevtralizirali in jo ponovno vorteksirali in kratko 
centrifugirali. Dodali smo 985 µL ledeno hladnega hibridizacijskega pufra (iz reagenčnega 
kompleta MiSeq v3) in tako razredčili kontrolo PhiX do 20 pM.  
 
7.3.6 Priprava končne zmesi (˝POOL-a˝) knjižnic, nalaganje vzorcev na aparat 
MiSeq in zagon sekvenciranja 
Pred nalaganjem na aparat je potrebno knjižnico ustrezno pripraviti. Za pripravo smo 
uporabili: 10 mM Tris-HCl s pH 8,0, 200 mM Tris-HCl s pH 7,0 in 0,2 M NaOH. Vsako 
knjižnico smo redčili z 10 mM Tris-HCl s pH 8,0 do koncentracije 6 nM. Na osnovi 
povprečne koncentracije vzorcev smo najprej pripravili 60 nM knjižnice. Faktor (60*20) 
smo delili s posamezno koncentracijo, da smo dobili volumen knjižnice v µL 
(X=(60*20)/konc. knjižnice), ki smo ga dodali v (20 µL–X) 10 mM Tris-HCl. Ta faktor 
izhaja iz enačbe c1*V1=c2*V2, pri čemer je V1 iskani volumen, c2=60 nM in V2=20 µL. Nato 
smo vzeli 10 µL posamezne 60 nM knjižnice in jo razredčili z 90 µL 10 mM Tris-HCl, da 
smo dobili 6 nM knjižnice. V sterilno 1,5 mL epruvetko smo odpipetirali 10 µL vsake 6 nM 
knjižnice za NGS in tako dobili zmes (˝pool˝) knjižnic. 10 µL 6 nM zmesi knjižnic smo 
odpipetirali v novo sterilno 1,5 mL epruvetko in jo denaturirali z 10 µL 0,2 M NaOH. Zmes 
smo vorteksirali in inkubirali 5 min na sobni temperaturi. Nevtralizirali smo z 10 µL 200 
mM Tris-HCl s pH 7,0 in vorteksirali. Dodali smo 970 µL ledeno hladnega hibridizacijskega 
pufra in vorteksirali-tako smo zmes razredčili na 60 pM.  
V novi sterilni 1,5 mL epruvetki smo pripravili končno zmes knjižnic po navodilih zapisanih 
v Preglednica  VI. Pri prvem sekvenciranju smo uporabili količine zapisane v prvem stolpcu 
(15% PhiX), pri drugem pa smo se ravnali po drugem stolpcu (20% PhiX). 
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Preglednica  VI: Priprava končne koncentracije zmesi (˝pool-a˝) knjižnic (64). 
 % PhiX 
15 20 
60 pM zmes knjižnic [µL] 250 333,3 
20 pM denaturirana PhiX [µL] 150 200 
Hibridizacijski pufer [µL] 600 466,7 
∑ [µL] 1000 1000 
 
Za sekvenciranje smo uporabili reagenčni komplet MiSeq v3, 2x300 bp in ga izvedli na 
aparatu MiSeq. Reagenčno kartušo in pretočno celico smo pripravili po protokolu 
proizvajalca (70). Sledili smo navodilom za pripravo aparata MiSeq, nanj naložili pretočno 
celico in vse reagente ter odpipetirali 600 µL zmesi knjižnic v mesto 17 (mesto Load Sample) 
pripravljene kartuše. Na koncu smo definirali parametre izvedbe in zagnali sekvenciranje.  
7.3.7 Nadzor kakovosti 
Kakovost rezultatov je odvisna od številnih dejavnikov. Ključni so kakovost vzorca, 
kakovost knjižnice, kakovost sekvenciranja in kakovost odčitkov. 
 
Kakovost vzorca  
 Čistost vzorca smo preverili spektrofotometrično na podlagi razmerij med 
vrednostmi absorbanc pri valovnih dolžinah 230 nm, 260 nm in 280 nm.  
 Koncentracije vzorcev smo določili z natančnejšo, fluorimetrično metodo. 
Potrebujemo 400 ng RNA. 
Kakovost knjižnice 
 Pri pripravi cDNA knjižnice prihaja najpogosteje do napak pri vmesnih korakih 
čiščenja z magnetnimi kroglicami. Posledično so lahko prisotni dimeri adapterjev in 
začetnih nukleotidov, delni konstrukti knjižnic in nepravilno vgrajeni indeksi, kar 
vpliva na kvantifikacijo knjižnice in učinkovitost nastajanja skupkov (47). Da 
izključimo prisotnost visokih odstotkov kratkih fragmentov DNA in predvsem 
dimerov adapterjev, bi bilo na tem mestu smiselno uvesti preverjanje kakovosti z 
avtomatizirano elektroforezo (73). Pogosto se omenjajo še PCR napake predvsem 
zaradi nastalih artefaktov, ki so posledica različnega pomnoževanja določenih DNA 
segmentov, napačne vgradnje nukleotidov in zamenjave matric. Slednje lahko vodi 
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v nastanek himer (tj. združitve dveh segmentov različnih DNA vzorcev), ki so 
sestavljene iz takih zaporedij, da njihova primerjava z ZIGP ni mogoča ali pa 
napačno kažejo na visoko pojavnost SHM (29). Zanesljivo štetje in popravljanje 
napak, ki jih lahko zaradi tehnologije NGS dobimo v rezultatih (kot so dvojni odčitki 
pri PCR) nam omogoča uporaba molekularnih označevalcev (55). 
 Za uspešno sekvenciranje je nujna natančna kvantifikacija cDNA knjižnic. Preverili 
smo parametre, ki kažejo na ustreznost umeritvene krivulje (determinacijski 
koeficient, naklon in izkoristek) ter določili meje odstopanja kvantifikacijskih ciklov 
in samih koncentracij med dvema redčinama knjižnice.  
 Pri pripravi končne zmesi knjižnic za NGS smo pazljivo pipetirali in se držali 
navodil, saj sta denaturiranje in redčenje knjižnice zelo pomembna koraka pred 
samim sekvenciranjem (51). 
 
Kakovost sekvenciranja 
 
 Dolžina odčitkov (angl. read length) je izražena s številom nukleotidov in označuje 
dolžino posameznih neprekinjenih zaporedij nukleotidov, določenih z metodo 
sekvenciranja (35). Izhodiščni fragmenti RNA, ki smo jih sekvencirali, pa 
predstavljajo dolžino vstavkov (angl. insert size). Odčitki dolgi do 50 nukleotidov so 
kratki, srednje dolgi so tisti s 50 do 400 nukleotidi, dolgi pa s 400 do 1000 nukleotidi 
(35). Ker je vsaka molekula cDNA sekvencirana večkrat in po delčkih, nam daljši 
odčitki olajšajo proces sestavljanja nukleotidnega zaporedja. Posledično je pojav 
dvoumnih poravnav z referenčnimi genomi manj pogost, iskanje homolognih genov 
po podatkovnih bazah pa olajšano. Po drugi strani se pojavlja pri daljših odčitkih več 
napak.  
 Gostoto skupkov (angl. Cluster density) na pretočni celici podajamo v tisočih na 
mm2. Pri sekvenciranju na aparatu MiSeq pričakujemo 1200-1400 K/mm2 (73). 
Skupaj z deležem skupkov, ki je zadostil filtru (angl. % Cluster PF) nam pove ali 
smo na aparat naložili preveč oz. premalo knjižnice DNA. Je merilo za kakovost 
pridobljenih podatkov. Teoretično iz ene molekule nastane en skupek, ki odda jasni 
signal ob vgradnji vsakega nukleotida med sekvenciranjem. Čistost signala iz 
vsakega skupka se preverja v prvih 25 ciklih sekvenciranja in se izračuna kot 
razmerje med največjo intenziteto signala in vsoto največje ter druge največje 
intenzitete signala za vsak cikel (71). Bioinformacijski filtri za odkrivanje in 
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popravljanje napak med obdelavo podatkov zavržejo vse skupke in odčitke, za katere 
predvidevajo, da so slabe kakovosti. Izločijo se zaporedja slabe kakovosti z nizko 
povprečno oceno kakovosti zaporedja, združijo se obojestranski odčitki in če je 
možno, se prefiltrirajo dvojni odčitki pri PCR (36). Delež skupkov, ki je zadostil 
filtru mora biti 80-95% (51). 
 Povprečna ocena kakovosti zaporedja (Q30; angl. Quality Score) je 70-80% in 
podaja približno možnost vgradnje napačnega nukleotida (36). Povprečje nas zanima 
predvsem zato, ker se na končnih delih odčitkov stopnja napake povečuje. Izračunana 
je kot verjetnost vgradnje enega napačnega nukleotida na 1000 nukleotidov (71). 
Znižana Q30 je predvsem posledica previsoke gostote skupkov, ki zmanjšajo 
intenzivnost signala nukleotida v primerjavi z ozadjem. To vodi v manj pravilno 
branje nukleotidnega zaporedja in zmanjšano kakovost pridobljenih podatkov (51). 
 Izkoristek (angl. Yield) je število nukleotidov, ki so bili ustvarjeni med analizo. 
Nastalo bi jih naj 13,2-15 Gb (78).   
 Stopnja napake (angl. Error Rate) je odstotek napačno vgrajenih nukleotidov. 
Izračunana je na podlagi odčitkov, ki so se vezali na kontrolo PhiX. Daljši kot so 
odčitki, večja je stopnja napake (78).  
 Delež prileganj za PhiX kontrolo (angl. % Aligned) kaže na uspešnost nastajanja 
skupkov. Višje vrednosti kažejo na premajhno gostoto skupkov oz. nenatančno 
predvidevanje gostote skupkov. Delež običajno sovpada s količino uporabljene PhiX 
kontrole. 
 ˝Phasing˝ je ohranjanje usklajene sinteze nukleotidov vseh klonov iste molekule 
znotraj posameznega skupka med sekvenciranjem na pretočni celici (75). Meri za 
fazo (angl. Phas) in prefazo (angl. Prephas) sta pomemben kazalec kakovosti in 
morata biti čim nižji (<0,1, ponekod <0,5), saj kažeta na to, da posamezna molekula 
skupka ni hkrati v isti fazi sekvenciranja kot preostala zaporedja v skupku. Lahko 
zaostaja (faza) ali pa prehiteva (prefaza). Do faze pride zaradi nepopolne odstranitve 
zaključevalnega zaporedja, kar vodi v zaostanek sekvenciranega zaporedja v 
primerjavi s preostalimi zaporedji v skupku. V prefazi pride v enem ciklu 
sekvenciranja do vgradnje dveh ali več nukleotidov naenkrat. Vzrok je v pretočni 
celici, ki ni bila očiščena vseh nukleotidov iz prejšnjega cikla sekvenciranja, zato so 
se le-ti po odstranitvi zaključevalnega zaporedja lahko vgradili (76). Dobljena 
vrednost je odstotek izgubljenega pravega signala v vsakem ciklu. Višja vrednost je 
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ponavadi posledica predolgih fragmentov, uporabe reagentov s pretečenim rokom ali 
pa je problem v pretočni celici (47, 77).  
Na parametre kakovosti torej močno vpliva količina naložene knjižnice na aparat. Če 
naložimo preveliko količino knjižnice, bo gostota nastalih skupkov prevelika, znižal se bo 
delež skupkov, ki je zadostil filtru in % Q30. Nasprotno premajhna količina knjižnice 
pomeni prenizko gostoto skupkov in nizek izkoristek sekvenciranja ter s tem premalo 
pridobljenih podatkov (71). 
Kakovost odčitkov 
Nazadnje nas je zanimalo ovrednotenje surovih podatkov. Na njih lahko vplivajo artefakti 
zaporedja, kot so napačna identifikacija vgrajenega nukleotida, indel-i, odčitki slabe 
kvalitete in kontaminacija z adapterji (41). Različna programska oprema omogoča filtriranje 
in odstranjevanje teh nizko kvalitetnih odčitkov, ki bi lahko močno zmotili nadaljnjo analizo. 
To so tisti brez pripetih molekularnih označevalcev, z neodstranjenimi adapterji na 3' koncu 
in tisti, ki jih ni bilo možno umestiti v referenčni genom oz. tistim, ki niso zadostili še drugim 
pogojem filtrov. Obojestranski odčitki so praktično izničili težave pri sestavljanju in 
primerjavi kratkih zaporedij z referenčnim genomom (41), zato še vedno pričakujemo 
>100000 preostalih fragmentov za vsak vzorec. Zaradi boljše občutljivosti metode z NGS 
lahko detektiramo večje število klonov oz. klonotipov. Upoštevali smo le dominantne 
klonotipe z več kot 1% vseh odčitkov, ki so > 10-krat višji od poliklonalnega ozadja.  
 
7.3.8 Postopek analize rezultatov NGS in statistična obdelava 
Analiza rezultatov NGS 
Izvorne rezultate iz instrumenta NGS MiSeq (Illumina) smo analizirali in zbrali s 
programskim orodjem Local Run Manager (96). Končno analizo smo izvedli na instrumentu 
MiniSeq (Illumina), ki ima naložen enak program Local Run Manager in omogoča enako 
obdelavo podatkov kot MiSeq. Pri obdelavi teh podatkov smo pridobili parametre kakovosti 
za sekvenciranje (glej poglavje 7.3.7) in datoteke FASTQ za READ1 in READ2 za vsak 
vzorec. Po analizi in zbranih parametrih kakovosti smo datoteki FASTQ vzorcev analizirali 
z bioinformatičnim programom Archer™ Analysis (verzija Version 6.0; ArcherDx), s 
katerim smo pridobili še parametre za kakovost odčitkov (glej poglavje 7.3.7). Za obdelavo 
rezultatov NGS smo v programu Archer™ Analysis uporabili tip analize ˝RNA Immune 
Repertoire˝ in določitev ˝IGHV Hypermutation˝ v skladu z navodili proizvajalca (72). Iz 
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programa Archer™ Analysis smo izvozili datoteke FASTQ (primer datoteke: 
Z9090_S12_L001_R1_001.molbar.trimmed.deduped.fastq) in jih vstavili v programsko 
orodje MiXCR. To je namenjeno obdelavi izvornih podatkov za ovrednotenje klonotipov 
celic imunskega sistema (97).  
 
Slika 8: Primer prenesene datoteke molbar.trimmed.deduped.fastq za vzorec Z9090 v mapo MiXCR. 
 
Slika 9: Z odprtjem programa zaženemo analizo.  
Po koncu analize se datoteke nahajajo v mapi [Analysis]. Zanimal nas je besedilni dokument 
full_clones-igh, v katerem se nahaja pojavnost in nukleotidno zaporedje vseh zaznanih 
klonov. Ta dokument smo odprli v Excelu, na nov list prekopirali vse klone s pojavnostjo ≥ 
1%, skupaj z njihovimi zaporedji. To so podatki v stolpcih ˝cloneCount˝, ˝cloneFraction˝ in 
˝targetSequences˝. Vsako zaporedje smo popravili, če je bilo to potrebno (včasih se na 
določenih mestih v sekvenci iz neznanega razloga pojavljajo vejice, ki smo jih samo 
izbrisali). 
 
 
Slika 10: Dobljeni kloni v prvotni obliki (zgoraj) in prekopirani ter urejeni (spodaj), s pojavnostjo ≥ 1%. 
Pridobljeno nukleotidno zaporedje smo v FASTA formatu prekopirali v programsko orodje 
IMGT/V-QUEST (dostop do spletne strani: http://www.imgt.org/IMGT_vquest/analysis). 
33 
 
Kot vrsto smo izbrali ˝Homo sapiens (human)˝ in tip receptorja ˝IGH˝. Hkrati smo označili 
še ˝Alignment for D-GENE˝ ter izbrali ukaz ˝Yes˝ v ˝Search for insertions and deletions in 
V-REGION˝. Ob kliku na Start smo dobili spodnji prikaz rezultatov.  
 
Slika 11: Prikaz rezultatov iz programskega orodja IMGT/V-QUEST.  
Z zeleno barvo je označen del sekvence, ki se je ujemala z ZIGP. V tabeli vidimo točno 
določen gen in alel ter odstotek identičnosti z ZIGP. Na vrhu tabele jasno piše, da je 
vstavljeno preurejeno zaporedje gena produktivno. Podatke za vse vzorce smo izvozili tudi 
v Excel datoteki in jih shranili v ločenih mapah za vsak vzorec.  
Na isti način smo vstavili zaporedja vseh vzorcev v FASTA obliki še v programsko orodje 
ARResT/AssignSubsets, ki je dostopen na http://tools.bat.infspire.org/arrest/assignsubsets/. 
Po kliku na ˝Assign to Subsets˝ se prikažejo podatki o podtipu BCR. Pri tem izpisu je možno 
klikniti še na ˝ARResT/SeqCure report˝, da pridobimo informacije o produktivnosti gena.  
Za primerjavo dobljenih sekvenc z zaporedji, določenimi z referenčno metodo, smo oboje 
vstavili v programsko orodje BLAST. Ta omogoča veliko načinov uporabe, izbrati je 
potrebno ˝Align Sequences Nucleotide BLAST˝ (dostopen na 
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_SPEC=blast
2seq&LINK_LOC=align2seq). V prvo prazno okence smo vstavili dobljeno zaporedje v 
FASTA formatu (˝Enter Query Sequence˝), v drugo pa referenčno zaporedje (˝Enter Subject 
Sequence˝) in s klikom na BLAST začeli analizo. Zanimali sta nas predvsem dolžini obeh 
sekvenc, odstotek identičnosti obeh zaporedij in odstotek prekrivanja obeh zaporedij. Ob 
kliku na ˝Alignments˝ ter izbiri načina prikaza prekrivanja ˝Pairwise with dots for identities˝ 
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dobimo prikaz obeh zaporedij in označene neujemajoče se nukleotide. V tem primeru to ni 
vidno, saj je bilo ujemanje 100%.  
 
Slika 12: Primer prikaza 100% ujemanja dobljenega in referenčnega nukleotidnega zaporedja iz programskega 
orodja BLAST. 
 
Statistična obdelava podatkov 
Za statistično obdelavo rezultatov smo uporabili programa Microsoft Excel (verzija 
14.0.7212.5000, leto 2010) in MedCalc (version 17.4 – 64 bit, leto 2017). Porazdelitev vseh 
podatkov smo preverili s testom D'Agostino-Pearson. V primeru normalne porazdelitve smo 
izračunali osnovne opisne statistične podatke: povprečno vrednost, mediano, standardni 
odklon, minimalno in maksimalno vrednost ter koeficient variacije. Za nenormalno 
porazdeljene podatke smo uporabili: mediano, minimalno in maksimalno vrednost ter 95% 
interval zaupanja za mediano (IZ). Na podlagi nenormalne porazdelitve podatkov smo za 
primerjavo dolžine nukleotidnih zaporedij uporabili Wilcoxonov test predznačenih rangov. 
Kot statistično značilen rezultat smo upoštevali p < 0,05.  
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8 REZULTATI IN RAZPRAVA 
 
V našem delu smo želeli ovrednotiti in primerjati metodo NGS za določitev mutacijskega 
statusa gena IGHV s klasično metodo SS. Analizirali smo 17 vzorcev RNA, izolirane iz 
periferne krvi in 8 iz kostnega mozga. Starost darovalcev je bila v povprečju 66 let (od 41 
do 81 let), 1/5 jih je bila ženskega spola in vsi so imeli potrjeno KLL. Postopek je potekal 
tako, da smo vzorcem najprej določili koncentracijo RNA s fluorimetrično metodo z uporabo 
reagenčnega kompleta Qubit® RNA HS Assay kit (poglavje 7.3.2). Za analizo smo uporabili 
komplementarno DNA, pripravljeno z obratnim prepisovanjem iz RNA po protokolu 
Archer® Immunoverse™-HS BCR s tehnologijo Illumina. Z natančnim sledenjem 
omenjemu protokolu smo pripravili 4 knjižnice cDNA iz 8 oz. 7 vzorcev RNA (poglavje 
7.3.3). S qPCR smo izvedli 2 kvantifikaciji knjižnic cDNA po 16 oz. 15 vzorcev hkrati 
(poglavje 7.3.4). Isti skupini vzorcev smo v dveh delih tudi naložili na aparat NGS MiSeq 
in izvedli sekvenciranje (poglavje 7.3.6). S programskimi orodji Archer Analysis in MiXCR 
ter podatkovnimi bazami IMGT/V-QUEST, ARResT/AssignSubsets in BLAST smo 
pridobili podatke o statusu in odstotku somatske hipermutacije, o skladnosti gena in alela 
IGHV, o funkcionalnosti gena IGHV, o skladnosti nukleotidnega zaporedja preurejenega 
gena IGHV-IGHD-IGHJ ter opredelili stereotipni BCR (poglavje 7.3.8). Pri treh vzorcih smo 
celoten postopek priprave knjižnice, kvantifikacije in sekvenciranja naredili še dvakrat in 
tako preverili ponovljivost metode. Med analizo smo beležili številne parametre za kontrolo 
kakovosti, ki pričajo o kakovosti vzorca in priprave knjižnice, samega sekvenciranja in 
dobljenih odčitkov (poglavje 7.3.7).  
8.1 Kontrola kakovosti 
 
8.1.1 Kakovost vzorca 
Pred pričetkom dela smo vzorcem RNA preverili kakovost ter izmerili koncentracijo z 
metodo spektrometrije in fluorimetrije. S spektrofotometrom Nanodrop smo izmerili 
absorbance pri 230 nm, 260 nm in 280 nm. Zanimalo nas je razmerje absorbanc med 
valovnima dolžinama 260 nm in 280 nm ter med 260 nm in 230 nm. Oboje je merilo čistosti 
RNA. Ker za analizo potrebujemo okrog 400 ng RNA,  smo s fluorescentno metodo določili 
koncentracije naših vzorcev. Preglednica s podatki za posamezen vzorec se nahaja v prilogi 
1, v Preglednica VII in Preglednica VIII pa navajamo statistične podatke za vse vzorce. 
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Preglednica VII: Podatki o čistosti vzorcev. 
 Mediana 
Minimalna 
vrednost 
Maksimalna 
vrednost 
95% interval 
zaupanja za mediano 
A260/A280 2,05 1,89 2,15 2,03-2,06 
A260/A230 2,25 1,36 2,36 2,23-2,27 
 
Mediana razmerja A260/A280 je bila 2,05 (IZ=2,03-2,06) in kaže optimalno čistost naših 
vzorcev, saj je bilo razmerje okrog 2 (do 2,1 je vrednost, ki označuje ustrezno čistost RNA 
vzorcev). Kritične vrednosti tega razmerja pod 1,80 nismo izmerili pri nobenem 
preiskovanem vzorcu. Minimalna vrednost je bila 1,89. Podoben rezultat smo dobili tudi za 
razmerje A260/A230, kjer je mediana znašala 2,25 (IZ=2,23-2,27). Pri dveh vzorcih smo 
dobili razmerje absorbanc pod 1,8 (minimalna vrednost je 1,36), kar lahko nakazuje na 
prisotnost nečistoč kot so EDTA, fenol, ogljikovi hidrati ali druge organske spojine, ki 
absorbirajo pri valovni dolžini okrog 230 nm. Maksimalna vrednost za razmerje A260/A230 
je bila 2,36, kar pa ne predstavlja večje težave pri nadaljnjih korakih (59, 60).  
 
Preglednica VIII: Podatki o koncentraciji vzorcev. 
 
Povprečna 
vrednost 
Mediana 
Minimalna 
vrednost 
Maksimalna 
vrednost 
Standardna 
deviacija 
Koeficient 
variacije 
Konc. RNA 
[ng/µL]-
fluorimetrično 
548,10 484,00 115,00 1240,00 286,99 52,36 
Konc. RNA 
[ng/µL]-
spektrofoto-
metrično 
688,90 567,00 107,00 1727,00 443,82 64,42 
 
Koncentracije RNA smo izmerili z metodo spektrometrije in fluorescence (poglavje 7.3.2). 
Slednja daje zanesljivejše rezultate kot metoda spektrometrije, ker z njo določimo 
koncentracijo RNA in ne koncentracije DNA, proteinov ali prostih nukleotidov, ki večkrat 
motijo določitev koncentracije RNA z metodo spektrometrije. 
Povprečna vrednost koncentracije RNA z metodo fluorimetrije je znašala 548,10±286,99 
ng/µL, z metodo spektrometrije pa 688,90±443,82 ng/µL. Pri določitvi koncentracije RNA 
z metodo spektrometrije smo dobili pričakovano višji rezultat za povprečno vrednost in 
mediano, čeprav so rezultati med seboj dobro sovpadali in kažejo na kakovostno in 
ohranjeno RNA izbranih vzorcev (pridobljenih v letih 2017-2018). Pričakovano je opazen 
večji razpon koncentracij RNA preiskovanih vzorcev (fluorimetrija: minimalna vrednost 
115 ng/µL, maksimalna vrednost 1240 ng/µL; spektrometrija: minimalna vrednost 107 
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ng/µL, maksimalna vrednost 1727 ng/µL). Vzorci RNA so sicer bili izolirani na enak način, 
vendar na končni izkoristek vpliva več dejavnikov. V našem primeru so najverjetnejši vzroki 
za večji razpon različne koncentracije MNC in/ali delež levkemičnih celic, ki smo jih 
izolirali. Levkemične celice običajno vsebujejo večjo količino RNA kot druge nelevkemične 
celice. Drugi biološki vzroki so lahko v povečanem razpadu zaradi hranjenja vzorcev in manj 
verjetno v samem postopku, zaradi nezadostne lize celic. Vplivajo lahko še tehnični 
dejavniki, kot je temperaturna občutljivost fluorimetra in nenatančnost pri pipetiranju.  
Za nadaljnjo analizo je bila pomembna fluorimetrično določena koncentracije in zadostna 
količina materiala, ki smo ga z redčenjem ustrezno prilagodili. Ker so bili isti vzorci že 
uporabljeni za analizo z referenčno metodo in ker so dobljeni rezultati določanja kakovosti 
vzorcev ustrezni, smo ocenili, da so vsi izbrani vzorci primerni tudi za analizo z NGS. 
 
8.1.2 Kakovost knjižnice 
Pripravljene DNA knjižnice je potrebno pred sekvenciranjem nukleotidnega zaporedja z 
NGS natančno kvantificirati, saj je potrebno za pridobitev kakovostnih podatkov, na aparat 
NGS naložiti točno določeno količino DNA knjižnice. Za kvantifikacijo smo izbrali qPCR, 
ki s pomočjo umeritvene krivulje šestih standardov DNA zanesljivo določi koncentracije 
DNA knjižnic in hkrati omogoča preverjanje njihove kakovosti. Parametri za ovrednotenje 
kakovosti knjižnic se nahajajo v Preglednica IX. 
 
Preglednica IX: Ovrednotenje kakovosti pripravljenih knjižnic (podatki za posamezen vzorec so v prilogi 1). 
 Prvi qPCR Drugi qPCR 
Izkoristek qPCR [%] 95,195 96,281 
 R2 1 1 
Naklon [ΔCq] -3,44 -3,41 
 
 Mediana 
Minimalna 
vrednost 
Maksimalna 
vrednost 
95% interval zaupanja 
za mediano 
ΔCq (1:40 K – 1:80 K) 1,07 0,62 1,18 1,03-1,11 
Razlika med neredčeno 
konc. 1:40 K in 1:80 K 
(%) 
2,43 -23,77 10,37 -0,45-5,38 
Konc. knjižnice [nM] 1018,37 844,73 1273,66 986,28-1031,59 
 
Kvantifikacijo knjižnice s qPCR smo delali dvakrat, prvič s 16 in drugič s 15 vzorci. Vse 
vzorce, ki smo jih hkrati naložili na aparat za sekvenciranje, smo kvantificirali skupaj. 
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Uporabili smo mikrotitrsko ploščico s 96 vdolbinami, na katero smo odpipetirali standarde 
v triplikatu in vzorce v duplikatu. Primer delovne sheme za kvantifikacijo NGS knjižnice je 
v prilogi 2. Ker smo standarde, s katerimi določimo umeritveno krivuljo, napipetirali v 
triplikatu, smo lahko v vsaki točki izključili eno meritev, ki je odstopala, da je bila krivulja 
ustrezna. Nasprotno pa tega ni bilo mogoče narediti pri vzorcih, ki so bili pipetirani le v 
duplikatu, zato smo kvantifikacijo vseh 15 vzorcev za drugo analizo v celoti ponovili.  
Parametri kakovosti, ki so nas zanimali so izkoristek qPCR, determinacijski koeficient za 
standardno krivuljo, naklon umeritvene krivulje, razlika povprečne Cq prve in druge redčine 
DNA knjižnice ter odstotek razlike v koncentraciji med prvo in drugo redčitvijo knjižnice. 
Naklon umeritvene krivulje oz. razlika Cq med DNA standardi se je v obeh primerih nahajal 
v sprejemljivem območju med -3,1 in -3,6. Determinacijski koeficient za standardno krivuljo 
[R2] je bil 1, kar pomeni, da se podatki povsem prilegajo standardni krivulji. Učinkovitost 
pomnoževanja knjižnice je bila znotraj želenega območja 90-110%, saj je bil izkoristek 
qPCR 95,2% oz. 96,3% (Preglednica IX). Meritve pri obeh kvantifikacijah so bile uspešne, 
saj so se vsi ustrezno redčeni vzorci nahajali v območju umeritvene krivulje. Pri NTC ni 
prišlo do pomnoževanja. Med paralelkami vsakega vzorca je bila razlika med vrednostima 
Cq ≤ 0,2, zato smo kot koncentracijo upoštevali povprečno vrednost obeh meritev. Ker smo 
vse vzorce kvantificirali v dveh redčinah (1:40000 in 1:80000), smo želeli, da je razlika 
povprečne Cq prve in druge redčitve knjižnice med 0,7 in 1,3. To nam je uspelo, saj je bila 
mediana 1,07, brez prevelikih odstopanj (le v enem primeru je bila dobljena vrednost 0,62 
in se je tako nahajala nekoliko pod sprejemljivim območjem). Vsako redčitev posebej smo 
normalizirali glede na velikost fragmenta, ki smo ga na podlagi izkušenj iz prejšnjih 
določitev pri drugi metodi, ocenili na 250 bp. Dobljene koncentracije redčitev smo 
preračunali v koncentracije nerazredčene knjižnice. Odstotek razlike v koncentraciji med 
prvo in drugo redčitvijo knjižnice je bil < 30%. Mediana je bila 2,43% (IZ=-0,45-5,38%), s 
sicer precejšnjim odstopanjem z minimalno vrednostjo -23,77% in maksimalno 10,37%. Po 
navodilih proizvajalca je optimalno odstopanje nižje od 10% (67), a v laboratoriju so na 
podlagi izkušenj določili dovoljeno razliko do 30%, zato smo sprejeli dobljene rezultate. 
Tako smo za vsak vzorec kvantificirane DNA knjižnice dobili koncentracijo pri redčini 
1:40000 in 1:80000. Končna koncentracija knjižnice vsakega vzorca je njuno povprečje. 
Vrednosti koncentracij so bile med 844,73 nM in 1273,66 nM, z mediano 1018,37 nM. Med 
celotnim postopkom priprave vzorcev za sekvenciranje težimo k normalizaciji in naš cilj je 
bil dobiti približno enake koncentracije knjižnic. Na osnovi nizke razpršenosti rezultatov 
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koncentracij knjižnic vzorcev (IZ=986,28-1031,59 nM) sklepamo, da smo koncentracije 
RNA v vsakem vzorcu dobro ocenili in ustrezno pripravili njihove knjižnice. 
 
8.1.3 Kakovost sekvenciranja 
Sekvenciranje smo izvedli na aparatu NGS, ki temelji na tehnologiji sekvenciranja s sintezo, 
ki jo je razvilo podjetje Illumina.  S programsko opremo SAV (Sequencing Analysis Viewer) 
smo med analizo in po njej pridobili podatke o kakovosti sekvenciranja. Pri primarni analizi 
se zbirajo podatki o intenziteti zaznanih signalov iz vsakega nastalega skupka že sproti po 
vsakem ciklu sekvenciranja. Sekundarna analiza omogoči pretvorbo podatkov v datoteke 
FASTQ, ki vsebujejo informacije o zaporedju odčitanih nukleotidov in o njihovi kakovosti 
(Preglednica X).  
Preglednica X: Ocena kakovosti sekvenciranja (pridobljeni podatki za posamezne vzorce so v prilogi 3). 
 Prva analiza Druga analiza 
% Q30 [%] 89,96 83,06 
Gostota skupkov [K/mm2] 697 779 
Izkoristek [Gb] 10,43 10,22 
Stopnja napake [%] 2,23 2,24 
Delež skupkov, ki je zadostil filtru [%] 97,94 86,11 
% delež prileganj za PhiX kontrolo [%] 23,18 25,47 
Mera za fazo READ1 [%] 0,148 0,145 
Mera za prefazo READ1 [%] 0,017 0,03 
Mera za fazo READ2 [%] 0,176 0 
Mera za prefazo READ2 [%] 0,027 0 
 
Uspešnost sekvenciranja temelji na pravilno izvedeni kvantifikaciji, s katero poskušamo čim 
bolje napovedati količino nastalih skupkov. Povprečna ocena kakovosti zaporedja dobljenih 
odčitkov (% Q30) je bila 89,96% pri prvem oz. 83,06% pri drugem sekvenciranju. 
Priporočila se med seboj nekoliko razlikujejo, pri nekaterih je dovoljšna ocena > 70%, pri 
drugih > 80% (51, 77). Naša analiza je zadostila strožjemu pogoju. V povezavi s tem 
parametrom se ocenjuje gostota skupkov in delež skupkov, ki je zadostil bioinformacijskemu 
filtru, ki preverja čistost signala iz vsakega nastalega skupka. Slednji je bil 97,94% (86,11% 
pri drugem sekvenciranju), kar je krepko nad nujnih 80%. Gostota skupkov je bila z 697 
K/mm2 (oz. 779 K/mm2) nekoliko prenizka, saj naj bi bila po priporočilih 1200-1400 K/mm2. 
To pomeni, da smo količinsko dobili manj podatkov in bi jih lahko več, vendar so ti na 
osnovi % Q30 in deleža skupkov, ki je zadostil filtru, vseeno bili kakovostni. Nižji izkoristek 
sekvenciranja potrjuje to trditev. Pridobili smo namreč 10,43 Gb (oz. 10,22 Gb) podatkov, 
pričakovali pa smo okrog 13,2-15 Gb. Delež prileganj za kontrolo PhiX mora biti približno 
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enak, kot je bila koncentracija kontrole PhiX, s katero smo obogatili vzorec. Dobili smo 
delež prileganj za kontrolo PhiX 23,18% (oz. 25,47%), kar je nekoliko višji rezultat, kot je 
bila koncentracija PhiX (20%). Je pokazatelj učinkovitosti nastajanja skupkov in v našem 
primeru se nekoliko višji odstotek ujema z nižjo gostoto skupkov oz. z nekoliko nenatančnim 
predvidevanjem gostote nastalih skupkov (71). Stopnja napake, ki temelji na deležu prileganj 
na kontrolo PhiX je bila 2,23% oz. 2,24%. Priporočila za dovoljeno stopnjo napake ni, zato 
ta podatek pridobimo v procesu vpeljave metode. Želimo, da je njen odstotek čim nižji, 
vendar se zavedamo, da je z naraščajočo dolžino odčitkov tudi večja stopnja napake. Mera 
za fazo je bila pri sekvenciranju s 5' konca (READ 1) v povprečju 0,15%, kar je primerljivo 
s sekvenciranjem z drugega konca molekule (READ 2), ki je 0,18% (oz. 0,00% pri drugem 
sekvenciranju). Odstotek mere za prefazo je bil v obeh primerih še nižji, 0,02% (oz. 0,03%) 
pri READ1 in 0,03% (oz. 0,00%) za READ2 (glej poglavje 7.3.7). Med obema analizama je 
prišlo le do manjših razlik in odstotki napak so zelo nizki, kar kaže odlično kakovost 
sekvenciranja. Priporočen odstotek za ti dve meri je < 0,2% oz. za nekatere platforme celo 
< 0,5% (71), čemur smo seveda zadostili.  
Vzrok za prenizko (in previsoko) gostoto skupkov je običajno v nenatančni kvantifikaciji 
knjižnice, kar zaradi uporabe dobre metode kvantifikacije (qPCR) in kontrole kakovosti 
kvantifikacije v našem primeru ni najbolj verjetno. Težava je lahko v kvaliteti knjižnice 
zaradi nezadostnega čiščenja med njeno pripravo, ki omogoča obstanek kontaminantov, kot 
so dimerji adapterjev ali začetnih oligonukleotidov in delnih konstruktov knjižnic. Za 
preverjanje integritete in možnosti kontaminacije knjižnice, bi bilo v protokol smiselno 
uvesti analizo z avtomatiziranim elektroforeznim sistemom, kot je Agilentov Bioanalyzer.  
Na nastajanje skupkov lahko vplivajo previsoke koncentracije NaOH, ki onemogočajo 
hibridizacijo vzorcev na pretočno celico. Možna težava je v velikosti knjižnice PhiX, ki je 
dolga okrog 200 bp in se po principu tekmovanja za vezavo lažje veže na oligonukleotide na 
pretočni celici, kot na našo knjižnico. Posledično se namnoži manj DNA knjižnice.  
Ustrezna količina knjižnice za določeno število vzorcev, ki se naloži na aparat, se ugotavlja 
eksperimentalno in pri tem sami vstopni podatki niso dovolj. Namenoma smo naprej začeli 
z nekoliko nižjimi koncentracijami in pri drugi analizi povečali koncentracijo naložene 
knjižnice za 5%. Kljub temu je prišlo pri obeh analizah do podobnega izplena s približno 
enako količino pridobljenih podatkov, a nekoliko večjo gostoto skupkov. Možna razlaga je 
napačna ocena dolžine DNA v knjižnici, zaradi česar smo precenili njeno koncentracijo. Pri 
preračunavanju smo namreč posplošili dolžino DNA na 250 bp, kar bi za optimalne rezultate 
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morali preveriti za vsak vzorec. Prav tako smo izvedli le dve sekvenčni analizi, zato bi pri 
naslednji lahko koncentracijo naložene knjižnice še povečali in tako empirično ugotovili, 
kolikšna je optimalna količina. Vse to je lahko predmet nadaljnjega dela, za nas pa je 
pomembno le, da so dobljeni podatki kakovostni. Še vedno jih je bolje pridobiti manj, kot 
tvegati preveliko gostoto skupkov, ki bi znižala % Q30 in delež skupkov, ki zadosti filtru, 
ali celo vodi do neuspešne analize (51, 73, 79).  
8.1.4 Kakovost odčitkov 
Po končanem sekvenciranju smo dobljene podatke v obliki datoteke FASTQ analizirali s 
programom proizvajalca Archer Analysis. Ta nam poda informacije o kakovosti in številu 
odčitkov (Preglednica XI), njihovi dolžini, številu nastalih klonotipov in klonov 
(Preglednica XII). 
Preglednica XI: Ocena kakovosti dobljenih odčitkov (podatki za posamezne vzorce se nahajajo v prilogi 4). 
 
 
Povprečna 
vrednost 
Mediana 
Minimalna 
vrednost 
Maksimalna 
vrednost 
Standardna 
deviacija 
Koeficient 
variacije 
Vsi fragmenti 762298,48 765795,00 479865,00 1034689,00 109776,31 14,40 
Fragmenti z 
adapterjem 
727556,23 729974,00 459045,00 988216,00 104489,33 14,36 
Št. fragmentov 
po odstranitvi 
adapterjev 
689283,77 689151,00 438394,00 960623,00 103056,18 14,95 
Mapirani 
fragmenti 
(mapped) 
689138,39 689129,00 438247,00 960357,00 103016,28 14,95 
Fragmenti, ki 
so prešli filter 
(unique) 
483655,71 497565,00 162312,00 718878,00 133430,91 27,59 
Fragmenti, ki 
so prešli filter 
+ bili mapirani 
483510,06 497550,00 162037,00 718827,00 133416,81 27,59 
 
Povprečna vrednost vseh dobljenih odčitkov za posamezen sekvenciran vzorec je bila 
762299±109776, v območju od 479865 do 1034689. Od teh je 95,4% (727556) takih, na 
katerih so v celoti vezane adapterske sekvence. Po nekaterih priporočilih mora biti 80-90% 
vseh dobljenih fragmentov molekulsko označenih oz. imamo lahko 3-10% izgube (71). Mi 
smo izgubili le ~4,6% odčitkov, kar kaže na dobro strategijo označevanja molekul. Po 
odstranitvi adapterjev s 3' konca fragmentov se je njihovo število zmanjšalo še za 4,5% 
(689284). Adapterje je potrebno odstraniti z odčitkov, ker lahko otežijo njihovo primerjavo 
z referenčnimi zaporedji v podatkovnih bazah. Vsak adapter vsebuje vezavno mesto za 
začetni oligonukleotid, ki omogoči sekvenciranje, označevalno zaporedje (indeks) molekule 
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in območje, ki omogoča pritrditev fragmenta knjižnice na pretočno celico. Začetni 
oligonukleotid za sekvenciranje se prilega na del adapterja točno nad zaporedjem DNA, ki 
ga želimo sekvencirati. Sekvenciranje se tako prične pri prvem nukleotidu DNA in sam 
adapter pri tem ni sekvenciran. Nasprotno pa je adapter na 3' koncu fragmenta knjižnice 
lahko sekvenciran, če se nukleotidi vgrajujejo tudi po zaključku DNA zaporedja, ki mu 
določamo zaporedje. To pomeni, da bi na koncu odčitka našli še zaporedje adapterja (80).  
Vse preostale odčitke (po odstranitvi tistih, ki niso bili dobro molekulsko označeni in tistih, 
ki so imeli na 3' koncu vezan adapter) je program primerjal z znanimi referenčnimi zaporedji 
v podatkovnih bazah in ugotovil 100,00±0,02% ujemanje. Ker se išče podobnost odčitkov 
na različnih lokacijah referenčnega genoma, se ta proces imenuje mapiranje (mapping). Višji 
je odstotek ujemanja, boljša je pokritost referenčnega genoma in s tem lažja identifikacija 
preurejenega gena IGHV (81, 82).  
Ti mapirani odčitki so nato prešli skozi bioinformacijski filter, ki je odstranil odčitke nižje 
kakovosti. Ostalo je v povprečju 70,74±17,22% odčitkov (483656±133431), z minimalno 
vrednostjo 20,7% in maksimalno 86,6%. Tako nizek odstotek odčitkov je ostal samo pri 
enem vzorcu, pri vse ostalih je odstotek veliko višji, saj je mediana 77,10%. Od teh preostalih 
odčitkov jih je bilo 99,97±0,05% možno mapirati na unikatna mesta v genomu in se zato 
imenujejo ˝unique˝ (edinstveni) fragmenti. To je končno število odčitkov (483510±133417), 
ki so se med sabo poravnali, se umestili znotraj referenčnega zaporedja in nam dali podatek 
o genu IGHV (Slika 13).  
 
Slika 13: Kakovost odčitkov. 
0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%
Vsi fragmenti
Fragmenti z adapterjem
Št. fragmentov po odstranitvi
adapterjev
Mapirani (#)
Vsi-unique (#)
Mapirani-unique (#)
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Na sliki 13 so predstavljeni rezultati procesiranja odčitkov nukleotidnega zaporedja po 
sekvenciranju naslednje generacije. V procesu pridobimo končni odčitek za vzorec (slika 13, 
parameter mapirani-edinstven, označen s temno zeleno barvo), ki pomeni končni rezultat 
pridobljenih nukleotidnih zaporedij. 
Nižji je odstotek mapiranih edinstvenih fragmentov, slabša je kakovost vzorca, saj veliko 
odčitkov ne zadosti kontroli kakovosti in mora analiza potekati iz manjšega števila 
fragmentov. Vzorec z najnižjim odstotkom mapiranih edinstvenih fragmentov (20,70%) smo 
vseeno upoštevali, saj ima nad 20% odčitkov, ki so dobro molekulsko označeni (82). Hkrati 
zadostuje pogoju >100000 fragmentov (32), še vedno jih je ostalo 162312. Temu pogoju so 
zadostili vsi vzorci (55).  
Preglednica XII: Dolžina dobljenih odčitkov ter število klonotipov in klonov (podatki za posamezne vzorce 
so v prilogi 4). 
 Mediana 
Minimalna 
vrednost 
Maksimalna 
vrednost 
95% interval zaupanja 
za mediano 
Dolžina DNA - 
povprečje 
318,00 202,70 357,80 307,13-332,77 
Št. klonotipov 
754,00 63,00 79808,00 621,84-2150,75 
Št. klonov 
206254,00 70375,00 398070,00 169004,00-232772,45 
Shannon indeks 
0,71 0,01 9,48 0,35-1,01 
 
Mediana dobljenih DNA odčitkov je bila 318,00 bp (IZ=307,13-332,77 bp), bila je v 
območju od 202,70 do 357,80 bp (Preglednica XII). Naši odčitki v glavnem spadajo med 
srednje dolga zaporedja (50-400 bp), kar je primerna dolžina (35). Združevanje prekratkih 
fragmentov nam verjetno ne bi zanesljivo sestavilo celotnega preurejenega gena, kar bi zelo 
otežilo uspešno poravnavo z referenčnim genomom. Nasprotno takih težav ne bi imeli z 
daljšimi odčitki (400-1000 bp), bi se pa zato povečala stopnja napak. Klonotip je edinstveno 
zaporedje nukleotidov, ki nastane v procesu rekombinacije gena IGHV. KLL izvira iz 
maligne transformacije limfocita B, zato običajno nosijo vse hčerinske celice le eno točno 
določeno klonalno preureditev gena za antigenski receptor, ki je za tumorske celice 
specifična in za nas glavni predmet določitve. Dobljeni klonotipi so torej vsota vseh 
mapiranih edinstvenih fragmentov z isto preureditvijo V-D-J, a z različno dolžino ali pa 
odstotkom SHM (71). Pri številu dobljenih klonotipov je prišlo med vzorci do velikih razlik, 
od najnižjega števila 63,00 do najvišjega 79808,00 in mediano 754,00. Upoštevali smo le 
44 
 
dominantne klonotipe, ki predstavljajo več kot 1% vseh odčitkov in so vsaj >10-krat višji od 
poliklonalnega ozadja (32). Naši vzorci so imeli od 1 do največ 6 različnih klonotipov, ki so 
zadostili tema kriterijema. V vzorcu z najvišjim številom klonotipov (79808) sta 
prevladovala 2 dominantna, ki sta predstavljala le 6,5% in 3,6% vseh odčitkov. Z IMGT/V-
QUEST smo dobili enako preureditev gena IGHV, le da je bil pri drugem, manjšem klonu, 
odstotek ujemanja z ZIGP za 0,7% nižji (neujemanje zaporedja v dodatnih dveh 
nukleotidih). Zaradi tolikšne variacije v številu klonotipov se posledično precej razlikuje 
tudi število nastalih klonov, od 70375 do 398070 z mediano 206254,00 (IZ=169004,00-
232772,45). To je število edinstvenih fragmentov s popolnim zaporedjem regije CDR3 (71, 
72, 82, 83).  
Shannon-ov indeks (SI) je izračun, ki označuje raznolikost vzorca in nam pove, koliko so si 
vzorci med sabo podobni. V prilogi 4 se nahajajo rezultati SI za vse vzorce, njegova mediana 
je bila 0,71. Interval zaupanja je (IZ=0,35-1,01) in kaže na precejšnjo raznolikost med 
vzorci, visoke vrednosti SI pa sovpadajo z večjim številom klonotipov pri posameznem 
vzorcu.  
8.1.5 Ponovljivost 
Ponovljivost v seriji in med serijama meritev smo določili s tremi različnimi vzorci. Izbrali 
smo jih tako, da smo lahko primerjali vse vrste mutacijskega statusa 
(mutiran/nemutiran/mejno mutiran). Vsakemu izmed teh vzorcev smo tako trikrat naredili 
knjižnico in jih sekvencirali v dveh ločenih analizah na aparatu MiSeq. Zanimalo nas je ali 
dobimo enak mutacijski status, to je odstotek ujemanja z ZIGP ter identičnost gena in alela 
IGHV, skladnost dobljenega nukleotidnega zaporedja z referenčnim zaporedjem, nato pa še 
primerjava nukleotidnega zaporedja med istimi vzorci, določenimi z NGS.  Vzorcema Z8358 
in V0703 smo prvič naredili knjižnico DNA skupaj, pri prvi analizi 8-ih vzorcev. Knjižnico 
vzorca Z6910 smo naredili pri drugi analizi 8-ih vzorcev. Vse tri vzorce smo hkrati 
kvantificirali, jih naložili na aparat in jih prvič analizirali. Nato smo vsem trem vzorcem 
naredili knjižnico še pri tretji (Z6910-2, Z8358-2 in V0703-2) ter četrti analizi 8-ih oz. 7-ih 
vzorcev (Z6910-3, Z8358-3 in V0703-3). Teh 6 knjižnic smo spet kvantificirali skupaj in jih 
naložili na aparat za drugo analizo. V  
 
Preglednica  XIII je rezultat pri vsakem vzorcu zapisan le enkrat, saj je vsakič bil enak. 
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Preglednica  XIII: Skladnost ponovljene analize treh vzorcev.  
Ponovljena analiza 
vzorcev 
Z6910-1, Z6910-2, 
Z6910-3 
Z8358-1, Z8358-2, 
Z8358-3 
V0703-1, V0703-2, 
V0703-3 
Mutacijski status 
(mutiran/nemutiran 
/mejno mutiran) 
mejno mutiran nemutiran mutiran 
Ujemanje z zarodno 
progo v [%] 
97,6 99,7 93,8 
Gen in alel IGHV 
(V/D/J) 
IGHV3-33*01 ali 
IGHV3-33*06/IGHD2-
2*01/IGHJ6*02 
IGHV1-18*01/IGHD5-
18*01/IGHJ4*02 
IGHV3-7*01/IGHD2-
2*01/IGHJ6*02 ali 
IGHJ6*03 
 
Preglednica XIII prikazuje rezultate ponovljivosti metode. Tako v seriji kot med serijama 
meritev smo dobili enake rezultate. Ponovitve vzorca Z6910 so dale vedno mejno mutiran 
rezultat, z 97,6% ujemanjem z zarodno imunoglobulinsko progo ter preurejenim genom 
IGHV3-33*01 ali IGHV3-33*06/IGHD2-2*01/IGHJ6*02. Podobno velja za vzorca Z8358 
in V0703 ( 
 
Preglednica  XIII). Pri vseh vzorcih so bili preurejeni geni funkcionalni in brez določenega 
podtipa BCR.  
Ocenili smo tudi ponovljivost rezultatov skladnosti nukleotidnega zaporedja z referenčnim 
zaporedjem (pridobljenim s SS). Ugotovitve so predstavljene v Preglednica XIV. 
 
Preglednica XIV: Skladnost dobljenih nukleotidnih zaporedij vseh ponovitev posameznega vzorca z njegovim 
referenčnim zaporedjem. 
Notranja 
številka 
Identičnost v zaporedju 
nukleotidov [%] 
Dolžina dobljenega 
zaporedja [bp] 
Odstotek prekrivanja 
(˝Query cover˝) [%] 
Z6910-1 100 744 55 
Z6910-2 100 610 67 
Z6910-3 100 639 64 
Z8358-1 100 596 70 
Z8358-2 100 760 55 
Z8358-3 100 558 74 
V0703-1 99 522 73 
V0703-2 99 575 66 
V0703-3 99 626 61 
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Odstotek identičnosti v zaporedju nukleotidov je bil pri ponovitvah vseh vzorcev enak, tj. 
100 oz. 99%. Manj ponovljiva je bila dolžina nastalega zaporedja in ujemanje v odstotku 
prekrivanja dobljenih zaporedij z referenčnim. S primerjavo dobljenih nukleotidnih 
zaporedij med istimi vzorci, smo preverili skladnosti v in med serijama meritev. Pri odstotku 
identičnosti v zaporedju nukleotidov in odstotku prekrivanja dobljenih zaporedij med sabo 
ni bilo bistvenih razlik niti v niti med serijama meritev. Bolj opazno je bilo variiranje dolžine 
dobljenih zaporedij.  
Z NGS torej dobimo sekvence, ki so si sicer v zaporedju nukleotidov skoraj popolnoma 
identične, medtem ko njihova dolžina vedno dokaj variira. To je posledica tehnologije AMP 
(angl. Anchored Multiplex PCR) (glej poglavje 8.2.4). Zaradi tega prihaja do razlik v 
odstotku prekrivanja teh zaporedij med sabo. Pričakovano smo dobili nekoliko boljše 
prekrivanje pri primerjavi med vzorci, določenimi z NGS, kot v primerjavi vzorcev z 
referenčnim zaporedjem.  
Kljub temu smo ugotovili, da dobljene razlike vseeno niso tolikšne, kot se zdi na prvi pogled. 
Programsko orodje IMGT/V-QUEST pri analizi mutacijskega statusa iz celotnega 
dobljenega zaporedja nukleotidov primerja z ZIGP le del zaporedja, ki ga označi z zeleno 
barvo (Slika 11: Prikaz rezultatov iz programskega orodja IMGT/V-QUEST.). Zanimal nas je odstotek 
prekrivanja le z zeleno barvo označenih zaporedij, ki smo jih pridobili s ponovitvami analize 
NGS teh treh vzorcev. Označen del je bil v vseh ponovitvah posameznega vzorca identičen 
in zaporedja se popolnoma prekrivajo, kar pomeni 100% ponovljivost metode.  
 
Zanimalo nas je tudi, kako je s ponovljivostjo pri določenih parametrih kontrole kakovosti, 
kot je kakovost odčitkov (Preglednica XV). 
 
Preglednica XV: Kakovost odčitkov med ponovljenimi vzorci. 
 VZOREC 1 VZOREC 2 VZOREC 3 
Z6910-1 Z8358-1 V0703-1 
Z6910-2 Z8358-2 V0703-2 
Z6910-3 Z8358-3 V0703-3 
Vsi fragmenti 701.942,00 820.633,00 846.296,00 
804.826,00 817.130,00 610.958,00 
769.045,00 709.696,00 775.371,00 
Fragmenti z adapterjem 674.705,00 778.680,00 785.915,00 
774.575,00 787.585,00 587.386,00 
739.056,00 683.051,00 746.484,00 
644.113,00 743.854,00 735.317,00 
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Št. fragmentov po 
odstranitvi adapterjev 
716.999,00 742.706,00 527.362,00 
700.368,00 638.937,00 687.480,00 
Mapirani fragmenti 
(mapped) 
643.939,00 743.657,00 735.143,00 
716.919,00 742.675,00 527.328,00 
700.294,00 638.916,00 687.425,00 
Fragmenti, ki so prešli 
filter (unique) 
391.072,00 635.528,00 326.614,00 
449.963,00 607.373,00 302.654,00 
458.996,00 553.253,00 306.357,00 
Fragmenti, ki so prešli 
filter + bili mapirani 
390.906,00 635.334,00 326.448,00 
449.902,00 607.346,00 302.632,00 
458.942,00 553.235,00 306.322,00 
Dolžina DNA - povprečje 339,30 278,80 348,20 
357,00 297,60 357,10 
335,40 311,70 347,00 
Št. klonotipov 5.358,00 1.532,00 770,00 
4.909,00 1.217,00 729,00 
4.989,00 1.266,00 673,00 
Št. klonov 190.411,00 244.196,00 91.893,00 
229.323,00 256.413,00 89.319,00 
219.774,00 254.506,00 90.653,00 
Shannon indeks 2,07 0,27 0,35 
2,46 0,80 0,34 
1,98 0,82 0,32 
 
Ugotavljamo, da pri vseh parametrih prihaja do nihanj, a brez značilnega vzorca pri 
določenem parametru ali pri posameznem vzorcu. Zaenkrat se zdi taka rahla razpršenost pri 
podatkih značilna za NGS, ki pa kljub temu vedno daje točen rezultat. Iz tega lahko 
sklepamo, da metoda deluje pravilno in ni tako občutljiva na spremembe različnih 
parametrov znotraj analize.  
8.2 Primerjava rezultatov z referenčno metodo 
 
8.2.1 Status in odstotek somatske hipermutacije 
Z metodo NGS smo določili mutacijski status gena IGHV in odstotek ujemanja tega gena z 
najbolj skladnim zaporedjem zarodne imunoglobulinske proge. Mutacijski status smo 
opredelili kot mutiran (identičen v manj kot 98,0%), nemutiran (identičen v več ali enako 
98,0%) in mejno mutiran (identičnost med 97,0 in 97,9%) (23). Predpostavili smo, da ta 
uveljavljena razvrstitev drži tudi za določanje z NGS. V  
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Preglednica XVI so rezultati zbrani tako, da lahko neposredno primerjamo mutacijski status 
določen s sekvenciranjem po Sangerju v levem stolpcu z desnim stolpcem, kjer je rezultat 
NGS. 
 
Preglednica XVI: Primerjava metode NGS z referenčno v določitvi mutacijskega statusa in odstotku ujemanja 
z ZIGP. 
Notranja 
številka  
Mutacijski status*  Ujemanje z zarodno 
progo v [%] 
Referenčna 
metoda 
NGS Referenčna 
metoda 
NGS 
Z6100 N N 100,0 100,0 
Z6170 N N 100,0 100,0 
Z6323 M M 92,0 92,0 
Z6539 N/M N/M 99,6/88,8 100,0/88,8 
Z6716 N N 100,0 100,0 
Z6743 M M 95,8 95,8 
Z6910 MM MM 97,6 97,6 
Z6925 M M 92,6 94,8 
Z6926 N N 100,0 100,0 
Z6934 MM MM 97,2 97,2 
Z8358 N N 99,7 99,7 
V0130 M M 96,5 96,5 
V0236 N N 100,0 100,0 
V0407 MM MM 97,9 97,9 
V0547 N N 100,0 100,0 
V0703 M M 93,8 93,8 
Z8714 M M 93,8 94,8 
Z8053 N N 100,0 100,0 
Z8056 N N 100,0 100,0 
Z8154 M M 96,5 96,5 
Z8474 N N 98,6 98,6 
Z7000 M M 96,9 96,9 
Z7778 MM MM 97,6 97,6 
Z7779 N N 98,6 98,6 
Z9090 M M 89,2 89,2 
*(mutiran-M/nemutiran-N/mejno mutiran-MM) 
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Mutacijski status (mutiran, nemutiran, mejni), ki je bil določen z NGS, se je 100% (25/25) 
ujemal z rezultati referenčne metode. 11/25 vzorcem smo določili nemutiran mutacijski 
status, 9/25 mutiran mutacijski status, 4/25 mejno mutiran mutacijski status in 1/25 dva 
različna mutacijska statusa hkrati (nemutiran in mutiran). Pri 22/25 vzorcev (88%) smo 
določili enak odstotek ujemanja, kot je bil določen z referenčno metodo. Do neujemanja je 
prišlo pri vzorcu Z6539, kjer sta prisotna 2 preurejena gena IGHV/IGHD/IGHJ z različnima 
mutacijskima statusoma ter pri vzorcih Z6925 in Z8714. V vseh treh primerih smo z NGS 
dobili višji odstotek ujemanja z zarodno imunoglobulinsko progo, višji je bil za +0,4 do + 
2,2%. To pomeni, da je metoda NGS vedno določila nižji odstotek mutacij, kar lahko 
razložimo s pridobitvijo daljših odčitkov, ki se bolj zanesljivo in v večji meri prilegajo v 
referenčni genom. Kljub tej spremembi v odstotku, je ostal sam mutacijski status pri tem 
nespremenjen.  
8.2.2 Skladnost gena in alela IGHV 
Zanimalo nas je ali lahko z metodo NGS določimo popolnoma skladen gen in alel IGHV. Za 
pridobitev teh podatkov ni bil dovolj proizvajalčev program Archer Analysis, ker ne poda 
informacij o alelu. Tako smo za pridobitev FASTA sekvenc uporabili program MiXCR, nato 
pa tako kot pri klasičnem določanju s SS, vnesli te sekvence v podatkovno bazo IMGT/V-
QUEST. Naši rezultati so prikazani v desnem stolpcu Preglednica XVII.  
Preglednica XVII: Primerjava gena in alela IGHV pridobljenega z referenčno in NGS metodo.  
Notranja 
številka 
Gen in alel IGHV (V/D/J) 
Referenčna metoda NGS 
Z6100 IGHV1-69*01/IGHD3-22*01/IGHJ1*01 
 
IGHV1-69*01 ali IGHV1-69D/IGHD2-
21*02/IGHJ3*02 
Z6170 IGHV1-69*01 ali IGHV1-
69D*01/IGHD3-22*01/IGHJ1*01 
IGHV1-69*01 ali IGHV1-69D/IGHD3-
22*01/IGHJ1*01 
Z6323 IGHV3-23*04/IGHD2-15*01/IGHJ4*02 IGHV3-23*04/IGHD2-15*01/IGHJ4*02 
Z6539 IGHV3-33*01 ali IGHV3-33*06/IGHD3-
3*01/IGHJ6*02; 
IGHV4-34*01/IGHD5-12*01/IGHJ5*02 
IGHV3-33*01 ali IGHV3-33*06/IGHD3-
3*01/IGHJ6*02; 
IGHV4-34*01/IGHD5-12*01/IGHJ5*02 
Z6716 IGHV1-69*01 ali IGHV1-
69D*01/IGHD3-3*01/IGHJ5*02 
IGHV1-69*01 ali IGHV1-69D/IGHD3-
3*01/IGHJ5*02 
Z6743 IGHV4-34*01 ali IGHV4-34*04/IGHD1-
26*01/IGHJ3*01 
IGHV4-34*01 ali IGHV4-34*04/IGHD1-
26*01/IGHJ3*01 
Z6910 IGHV3-33*01 ali IGHV3-33*06/IGHD2-
2*01/IGHJ6*02 
IGHV3-33*01 ali IGHV3-33*06/IGHD2-
2*01/IGHJ6*02 
Z6925 IGHV3-21*01 ali IGHV3-21*02/IGHD5-
18*01/IGHJ5*02 
IGHV3-21*01/IGHD5-18*01/IGHJ5*02 
Z6926 IGHV1-69*01 ali IGHV1-
69D*01/IGHD3-3*01/IGHJ4*02 
IGHV1-69*01 ali IGHV1-69D*01/IGHD3-
3*01/IGHJ4*02 
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Z6934 IGHV4-59*01/IGHD6-13*01/IGHJ4*02 IGHV4-59*01/IGHD6-13*01/IGHJ4*02 
Z8358 IGHV1-18*01/IGHD5-18*01/IGHJ4*02 IGHV1-18*01/IGHD5-18*01/IGHJ4*02 
V0130 IGHV3-48*02/IGHD1-26*01/IGHJ1*01 IGHV3-48*02/IGHD1-26*01/IGHJ1*01 
V0236 IGHV1-2*02/IGHD2-21*02/IGHJ6*03 IGHV1-2*02/IGHD2-21*02/IGHJ6*03 
V0407 IGHV3-23*01 ali IGHV3-
23D*01/IGHD3-10*01/IGHJ4*02 
IGHV3-23*01 ali IGHV3-23D*01/IGHD3-
10*01/IGHJ4*02 
V0547 IGHV4-34*01/IGHD2-2*01/IGHJ6*02 IGHV4-34*01/IGHD2-2*01/IGHJ6*02 
V0703 IGHV3-7*01/IGHD2-2*01/IGHJ2*01 ali 
IGHJ3*01 ali IGHJ4*03 ali IGHJ6*02 ali 
IGHJ6*03 
IGHV3-7*01/IGHD2-2*01/IGHJ6*02 ali 
IGHJ6*03 
Z8714 IGHV3-30-3*01/IGHD2-8*02/IGHJ4*02 IGHV3-30-3*01/IGHD2-8*02/IGHJ4*02 
Z8053 IGHV3-30-3*01/IGHD2-2*02/IGHJ4*02 IGHV3-30-3*01/IGHD2-2*02/IGHJ4*02 
Z8056 IGHV3-11*01/IGHD3-10*01/IGHJ5*02 IGHV3-11*01/IGHD3-10*01/IGHJ5*02 
Z8154 IGHV3-21*01/IGHD2-15*01/IGHJ4*02 IGHV3-21*01/IGHD2-15*01/IGHJ4*02 
Z8474 IGHV3-48*03/IGHD6-13*01/IGHJ4*02 IGHV3-48*03/IGHD6-13*01/IGHJ4*02  
Z7000 IGHV3-30-3*01/IGHD4-17*01/IGHJ4*02 IGHV3-30-3*01/IGHD4-17*01/IGHJ4*02 
Z7778 IGHV4-30-4*01/IGHD6-19*01/IGHJ4*02 IGHV4-30-4*01/IGHD6-19*01/IGHJ4*02 
Z7779 IGHV3-23*01 ali IGHV3-
23D*01/IGHD3-22*01/IGHJ4*02 
IGHV3-23*01 ali IGHV3-23D*01/IGHD3-
22*01/IGHJ4*02 
Z9090 IGHV3-11*01/IGHD5-24*01/IGHJ5*02 IGHV3-11*01/IGHD5-24*01/IGHJ5*02 
KREPKI TISK – aleli, ki pri določitvi z drugo metodo niso bili prisotni 
SIVA BARVA – popolno neujemanje v genu IGHD in IGHJ 
 
Gen in alel IGHV določen z NGS se je v 88% (22/25) popolnoma ujemal z rezultati 
pridobljenimi s SS. Pri vzorcu Z6925 so z referenčno metodo določili eno različico gena 
IGHV več, pri vzorcu V0703 pa so določili kar 5 možnih različic gena IGHJ, medtem ko 
smo mi določili 2. Program poda več variant genov, kadar ne more zanesljivo določiti le ene, 
saj ni jasno, katera izmed njih se najbolj ujema z referenčnim zaporedjem. Ker so dobljene 
različice določili tudi s SS (le da jih je tam bilo še več), je to dokaz natančnejšega določanja 
alela gena z NGS, saj lahko programsko orodje bolj zanesljivo določi alel in posledično poda 
manj možnih različic. Tako smo pravzaprav v 96% (24/25) določili skladen preurejen gen 
in alel IGHV. Problem je nastal pri vzorcu Z6100, saj smo z našo metodo dobili čisto 
drugačno preureditev gena in alela IGHD ter IGHJ ter dodatno različico gena IGHV. 
Sumimo, da je prišlo do napake pri določanju sekvence z referenčno metodo. Glede na 
podatke o analizi iz leta 2017 so analizo ponavljali, saj so prvič dobili neproduktiven gen. 
Verjetno so nato pri drugi analizi morali uporabiti začetne oligonukleotide za ogrodno regijo 
(FR1), ki so po takratnih priporočilih ERIC bili še sprejemljivi. Posledično so dobili 
prekratek segment gena, da bi lahko zanesljivo in v celoti določili preurejen gen IGHV-
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IGHD-IGHJ. Vsi ostali rezultati so bili identični ali celo boljši od rezultatov, določenih s 
SS, zato menimo, da je določena preureditev gena pri vzorcu Z6100 tudi pravilna. Zanimivo 
je, da smo očitno po naključju v obeh primerih dobili isti mutacijski status in odstotek 
ujemanja zaporedja z najbližjo ZIGP. Pri tem izključujemo možnost zamenjave vzorca, saj 
smo z obema metodama določili isti neproduktiven manjši klon gena IGHV.  
Pri ~5% bolnikov s KLL lahko opazimo pojav običajno dvojnih (ali več) preureditev. Včasih 
so ga razlagali s pomanjkanjem alelne izključitve, ki onemogoča nastanek dveh težkih in 
dveh lahkih verig imunoglobulina. Zaradi izražanja dveh alelov IGHV se afiniteta do lastnih 
antigenov zmanjša in celice lahko uidejo procesu klonalne delecije. Po nekaterih novih 
raziskavah ta razlaga ne drži več, saj bi naj bila alelna izključitev vedno prisotna. Dvojna 
preureditev lahko pomeni ob KLL še prisotnost dodatne B limfoproliferativne bolezni (84). 
Tega pojava ne smemo enačiti z biklonalnostjo, kjer med evolucijo bolezni zaradi dodatnih 
genetskih mutacij v neoplastičnih celicah, neodvisno nastaneta 2 neoplastična klona (85, 86). 
Pri vzorcu Z6539 smo zaznali prisotnost dveh produktivnih preurejenih genov 
IGHV/IGHD/IGHJ z različnim tj. mešanim mutacijskim statusom (UM). Gena, ki smo ju 
določili z NGS, sta bila popolnoma enaka, kot tista določena s SS. Z našo metodo smo 
ugotovili, da v resnici prevladuje drugi klon (prisoten je bil v več kot 67%, prvi klon pa le v 
2,5%), ki je mutiran. Z referenčno metodo tega ni mogoče ugotoviti zaradi manjše 
občutljivosti in zato določitev mutacijskega statusa v takem primeru ni možna.  
Iz tabele ni vidno, da smo z NGS pri večih vzorcih (10/25) določili večje število klonov (oz. 
klonotipov) s pojavnostjo ≥ 1%. V devetih primerih je bilo prisotnih 4-6 klonotipov z rahlo 
različnim zaporedjem nukleotidov, ki pa so zapisovali vedno enak preurejeni gen 
IGHV/IGHD/IGHJ. Take sorodne dominantne klonotipe smo le združili v en rezultat. 
Redkeje je pri njih prišlo do razlik v odstotku mutacije, takrat smo upoštevali najmanjši 
odstotek mutacije oz. najvišji odstotek ujemanja z ZIGP (32). Po naših ugotovitvah namreč 
vsebujejo nekateri manjši klonotipi (z nižjim odstotkom odčitkov) več razlik v nukleotidnem 
zaporedju v primerjavi z referenčnimi genomi in s tem višji odstotek mutacij. V enem 
primeru je bil prisoten klonotip z drugačno sekvenco, ki pa je bil neproduktiven, zato 
preurejenega zaporedja nismo upoštevali in smo kot rezultat zapisali le prevladujoč klonotip, 
ki zapisuje produktiven gen. 
Ker je metoda NGS bolj občutljiva in lahko z večjo zanesljivostjo pomnožuje ter sekvencira 
mešanice večih matric DNA, bi lahko detekcija večih klonov pomembno vplivala na 
prognozo bolezni in spremenila dosedanje algoritme zdravljenja. Ugotovili so, da kadar 
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dobimo dva produktivno preurejena gena, sta možnosti (razen mešanega mutacijskega 
statusa, kot pri našem vzorcu Z6539) še ujemajoči dvojno mutiran (MM) ali dvojno 
nemutiran (UU) status. Molekularne in citogenetske značilnosti pacientov s statusom MM, 
so podobne tistim z M-IGH, pacientov s statusom UU pa tistim z U-IGH. Presenetljivo se 
kažejo podobnosti statusa UM s statusom U-IGH oz. UU. Torej, bolniki z večimi 
produktivnimi preureditvami gena IGHV in z med seboj ujemajočim se mutacijskim 
statusom, kažejo podobne značilnosti in potek bolezni, kot bolniki z eno samo preureditvijo 
in tem istim mutacijskim statusom. Če je prisoten mešani mutacijski status, je prognoza 
podobna kot pri bolnikih z U-IGH, pri njih se pogosteje pojavljajo neugodni prognostični 
dejavniki, kot so mutacije gena TP53, SF3B1 in del(11) (87). Seveda lahko z NGS zaznamo 
več kot samo 2 različna produktivna preurejena gena, zato nekateri že uvajajo nova 
razvrščanja v še več kategorij (več M-IGH klonov, 1 M-IGH, mešanica UM klonov, 1 U-
IGH, več U-IGH klonov) (88). Ker smo dobili vse rezultate popolnoma skladne s SS in 
imamo hkrati možnost pridobitve še številnih novih podatkov, bi lahko določanje 
preurejenih genov IGHV povzročilo velike spremembe pri obravnavi bolnikov s KLL. 
8.2.3 Funkcionalnost gena in opredelitev stereotipnega BCR 
S pomočjo programa ARResT/AssignSubsets, ki je preko IMGT/V-QUEST zmožen 
ugotoviti prisotnost že znanih stereotipnih BCR, smo opredelili podtipe BCR. Z istim 
programom smo pridobili podatke še o funkcionalnosti gena.  Preureditev je produktivna, 
kadar dobimo funkcionalni gen IGHV, ki ga je možno primerjati z zarodno linijo. To pomeni, 
da ni prišlo do premika bralnega okvirja oz. nastanka stop kodona. 
Slika 14: Primer izpisa iz programskega orodja ARResT/AssignSubsets. 
Vsaka preureditev gena IGHV, ki smo jo dobili pri analizi, je bila produktivna. Pri nekaterih 
vzorcih smo dobili večje število klonov in kadar je bilo več produktivnih, so bili vsi enako 
preurejeni. Če nastali gen ni bil produktiven, ga nismo upoštevali. Pozorni smo bili na 
prisotnost insercij/delecij, ki jih pri produktivnih genih nismo zaznali. Le pri vzorcu Z6743 
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smo določili stereotipni BCR s podtipom #201, kar dokazuje popolno ujemanje med 
določitvami z obema metodama.  
8.2.4 Skladnost nukleotidnega zaporedja preurejenega gena IGHV-IGHD-
IGHJ 
Skladnost dobljenega zaporedja nukleotidov med našo in referenčno metodo smo izvedli s 
pomočjo programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Z njim smo pridobili 
dolžino nukleotidnih zaporedij pridobljenih z referenčno in metodo NGS, dobili smo 
podatke o identičnosti v zaporedju nukleotidov in odstotku popolnega prekrivanja enega 
zaporedja z drugim. Predstavljeni so v Preglednica XVIII.  
 
Preglednica XVIII: Primerjava dolžine nukleotidnega zaporedja pridobljenega z NGS in z referenčno metodo 
ter dobljen odstotek identičnosti in prekrivanja obeh zaporedij. 
 
 
 
Št. 
vzorca 
Identič-
nost 
[%] 
Dolžina -
NGS 
(˝Query 
Length˝) 
[bp] 
Dolžina –
SS 
(˝Subject 
Length˝) 
[bp] 
Prekri-
vanje 
(˝Query 
cover˝) 
[%] 
Št. 
vzorca 
Identič-
nost 
[%] 
Dolžina -
NGS 
(˝Query 
Length˝) 
[bp] 
Dolžina –
SS 
(˝Subject 
Length˝) 
[bp] 
Prekri-
vanje 
(˝Query 
cover˝) 
[%] 
Z6100 / 712 501 / V0407 100 687 400 58 
Z6170 100; 
100 
834 524 51 V0547 
100 
 
600 423 75 
Z6323 100 738 379 51 V0703 99 522 397 73 
Z6539 100; 
100;100 
579; 
559 
351; 396 59; 75 Z8714 99 548 422 74 
Z6716 100 775 446 55 Z8053 100 629 445 70 
Z6743 100 623 412 66 Z8056 100 561 430 76 
Z6910 100 744 412 55 Z8154 100 573 405 70 
Z6925 99 557 338 58 Z8474 100 761 415 53 
Z6926 100 768 439 57 Z7000 99 630 396 62 
Z6934 99 648 392 60 Z7778 100 715 406 56 
Z8358 100 596 427 70 Z7779 100 550 403 73 
V0130 100 541 398 73 Z9090 100 641 365 56 
V0236 100 681 437 72 
MEDIANA 627,5 412 64 
MINIMUM 522 338 51 
MAKSIMUM 834 524 76 
95% INTERVAL ZAUPANJA 579-681 398-423 58-70 
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Dolžina zaporedij nukleotidov, ki smo jih pridobili z referenčno metodo, je bila med 338 in 
524 bp, z mediano 412 nukleotidov (IZ=398-423 bp). Pri določanju z NGS smo dobili daljše 
fragmente, od 522 do 834 bp, z mediano 627,5 nukleotidov (IZ=579-681 bp). Z 
Wilcoxonovim testom predznačenih rangov smo ugotovili, da so odčitki, pridobljeni z NGS, 
statistično značilno daljši (p<0,0001). Na Slika 15 je s kvantilnim diagramom prikazana 
razlika v dolžini nukleotidov. 
 
Slika 15: Prikaz razlik v dolžini zaporedja nukleotidov med obema metodama. 
 
Pri 20/25 vzorcih (80%) smo dobili 100% ujemanje sekvenc. To pomeni, da so se krajša 
zaporedja pridobljena z referenčno metodo, lahko umestila znotraj daljšega zaporedja, 
pridobljenega z NGS. V 14/25 primerov (v 56%) se je 100% ujemala celotna dolžina 
zaporedja, pridobljenega z referenčno metodo. Pri 8 vzorcih se je umestil nekoliko krajši del 
referenčnega zaporedja, zmanjšal se je za 1 pa vse do 14 nukleotidov. Pri vzorcu Z6170 sta 
se namesto celotnega zaporedja dolžine 524 bp, vgradila dva fragmenta po 383 bp in 50 bp. 
Podobno sta se pri enem klonu vzorca Z6539 umestila dva fragmenta dolžine 394 bp in 28 
bp, namesto celotnega, ki je dolg 396 bp. V 4/25 (16%) primerih smo dobili 99% identičnost 
v zaporedju nukleotidov, neujemalo se je od 1 do 6 bp. Pri vzorcu Z6100 nismo našli nobene 
podobnosti med obema zaporedjema, kar je glede na različno določen gen IGHV-IGHD-
IGHJ smiselno. Program nam poda tudi odstotek prisotnih vrzeli (angl. gap). To je prostor, 
ki ga sam ustvari, da kompenzira prisotne insercije in delecije v enem ali drugem zaporedju. 
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Pri naših vzorcih teh vrzeli ni bilo prisotnih. Glede na to, da so vsa z referenčno metodo 
pridobljena zaporedja krajša, je tudi celoten odstotek prekrivanja nekoliko nižji. Mi smo 
primerjali krajše, referenčno zaporedje z daljšim zaporedjem, pridobljenim z NGS. Rezultat 
nam pove v kolikšen delež dolžine daljšega zaporedja, se je umestilo referenčno zaporedje. 
Prekrivalo se je med 51% in 76% nukleotidov, z mediano 64% ter intervalom zaupanja 58-
70%. Razpršenost podatkov je v takem obsegu prisotna že skozi celotno analizo podatkov. 
Vzrok za razliko v dolžini dobljenih fragmentov se skriva v samih metodah. Referenčna 
metoda uporablja mešanico vodilnih začetnih oligonukleotidov in JH reverse začetnih 
oligonukleotidov, s katerimi dobimo nekoliko krajši PCR produkt (še posebej pri uporabi 
mešanice 2; glej poglavje 7.2), pri NGS pa pomnožimo večji del gena (poglavje 7.3.3). Prav 
tako je produkt, pridobljen z referenčno metodo omejen, medtem ko podjetje ArcherDx 
uporablja nekoliko drugačno tehnologijo za pripravo knjižnice z amplifikacijo, tj. ˝Anchored 
Multiplex PCR˝ (AMP) tehnologijo. Ta je unidirektna, saj uporablja unidirektne, za gen 
specifične začetne oligonukleotide (GSP; angl. unidirectional gene-specific primers) ter 
delno delujoče univerzalne adapterje, ki vsebujejo univerzalno mesto vezave začetnih 
oligonukleotidov, indeks za označitev vzorca in molekulski označevalec. Pri prvem PCR se 
uporabi GSP1, pri drugem vgnezdenem PCR pa GSP2, s čimer so vzorci dobro označeni z 
dvema indeksoma ter primerni za sekvenciranje. Tehnologija AMP tako omogoča 
pomnožitev tarčnega območja gena, s točno znanim le enim koncem zaporedja (99, 100). 
Dolžina dobljenih zaporedij je zato lahko pričakovano različna.  
Idealen odstotek prekrivanja bi bil višji od 80%, vendar je z daljšanjem zaporedja večja 
možnost nastalih napak in zadovoljivo je, da se vsaj tolikšen odstotek zaporedja skoraj 
popolnoma ujema. Za lažjo predstavo je v Preglednica XIX prikazano, kako se označen del 
zaporedja referenčne metode umesti znotraj daljšega zaporedja, določenega z NGS. Na tak 
način smo določili odstotek prekrivanja nukleotidnih zaporedij s programskim orodjem 
BLAST. 
 
Preglednica XIX: Primerjava nukleotidnega zaporedja gena pridobljenega z referenčno metodo in z NGS. Z 
zeleno barvo je označen del zaporedja, ki je identičen v obeh primerih.   
Referenčna metoda NGS 
GGGCTGAGCTGGGTTTTCCTTGTTGCTATTATAAAAGG
TGTCCAGTGTCAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGGGA
GGCTTGGTCAAGCCTGGAGGGTCCCTGAGACTCTCCTG
TGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTGACTACTACATGA
GCTGGATCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAGTG
GGTTTCATACATTAGTAGTAGTGGTAGTACCATATACT
ACGCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAGG
AAGAGCCCCAGCCCCAGAATTCCCAGGAGTTTCCATTC
GGTGATCAGCACTGAACACAGAGGACTCACCATGGAG
TTTGGGCTGAGCTGGGTTTTCCTTGTTGCTATTATAAAA
GGTGTCCAGTGTCAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTGGGG
GAGGCTTGGTCAAGCCTGGAGGGTCCCTGAGACTCTCC
TGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAGTGACTACTACAT
GAGCTGGATCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGGCTGGAG
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GACAACGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATGAACA
GCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGC
GAGAGAGTCCGTGTTGTACTATGGTTCAGGGAGTTATT
TTAACTGGTTCGACCCCTGGGGCCAGGGAACCCTGGTC
ACCGTCTCCTCAGGTA 
 
TGGGTTTCATACATTAGTAGTAGTGGTAGTACCATATA
CTACGCAGACTCTGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCA
GGGACAACGCCAAGAACTCACTGTATCTGCAAATGAA
CAGCCTGAGAGCCGAGGACACGGCCGTGTATTACTGT
GCGAGAGAGTCCGTGTTGTACTATGGTTCAGGGAGTTA
TTTTAACTGGTTCGACCCCTGGGGCCAGGGAACCCTGG
TCACCGTCTCCTCAGGGAGTGCGCCCCAACCCTTTTCC
CCCTCGTCTCCTGCCCGTCGGATACGAGCCCTG 
Obarvan del zaporedja obsega naslednja območja gena: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, 
CDR3 in FR4. Točno ta del uporabi programsko orodje za primerjavo z referenčnimi 
sekvencami, nepobarvan del pa za analizo preurejenega gena ni važen.  
 
Podobno kot v poglavju Ponovljivost (8.1.5) smo tudi tukaj primerjali še delež skladnosti 
nukleotidnih zaporedij med metodama za tisti del zaporedja (označen z zeleno v 
programskem orodju IMGT/V-QUEST), ki je pomemben za analizo mutacijskega statusa. 
To pomeni, da smo v program BLAST za primerjavo vnesli namesto celotnih nukleotidnih 
zaporedij, le delčke, ki so se dejansko umestili znotraj ZIGP. Zaporedja, pridobljena z 
metodo NGS so bila v povprečju dolga 372±18 bp in s tem daljša kot zaporedja, pridobljena 
z referenčno metodo, ki so v povprečju merila 357±19 bp. Tudi v tem primeru so bila 
zaporedja, pridobljena z NGS, statistično značilno daljša od zaporedij, določenih z 
referenčno metodo (p<0,0001). Dokazali smo, da je delež skladnosti nukleotidnih zaporedij 
med metodama odličen, saj je bil med 84% in 100%, z mediano 95% (IZ=95-98%). 
Prekrivnost delov zaporedja, ki so dejansko pomembni za analizo, je torej presegla 
priporočeno mejo 80%.   
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9 SKLEPI 
V procesu ovrednotenja metode NGS za ugotavljanje skladnosti rezultatov določitve 
mutacijskega statusa gena IGHV, zaporedja gena in alela IGHV, funkcionalnosti gena IGHV 
in stereotipnega BCR, smo s primerjavo z metodo sekvenciranja po Sangerju ugotovili 
sledeče. 
 Ujemanje v določitvi mutacijskih statusov je bilo 100%. Pri tem je za določitve z 
NGS predpostavljen veljaven kriterij referenčne metode: mejna vrednost je 98%.  
 V 22 od 25 primerov (88%) se odstotek ujemanja nukleotidnega zaporedja z najbližjo 
zarodno imunoglobulinsko progo med preučevanima metodama ni razlikoval. V vseh 
odstopajočih primerih je bil odstotek ujemanja višji oz. odstotek mutacij nižji. Vzrok 
je v dolžini zaporedja in večji občutljivosti NGS. 
 V 22 od 25 primerov (88%) so bili geni in aleli IGHV popolnoma skladni. V 2/25 
primerov z NGS smo dobili manj različic gena, v edinem primeru neskladja v genih 
IGHD in IGHJ je najverjetneje problem v referenčni metodi. Možnost določitve 
večih preureditev gena lahko spremeni obravnavanje bolnikov s KLL v prihodnosti.  
 Pri vseh vzorcih smo dobili funkcionalni preurejeni gen IGHV; pri enem vzorcu smo 
določili enak stereotipni BCR, kot z referenčno metodo. 
 V 20 od 25 primerov je bilo dobljeno zaporedje nukleotidov 100% identično z 
zaporedjem določenim z referenčno metodo, zaporedja preostalih vzorcev so bila 
skladna v 99%. Z metodo NGS smo dobili različno dolga nukleotidna zaporedja, kar 
je posledica uporabljene tehnologije AMP. Tako pridobljena zaporedja so vedno 
daljša od tistih, pridobljenih z referenčno metodo in posledično so odstotki 
prekrivanja obeh zaporedij med sabo nekoliko nizki.  
 Ponovljivost v mutacijskem statusu, odstotku ujemanja nukleotidnega zaporedja z 
najbližjo zarodno imunoglobulinsko progo ter skladnosti gena in alela IGHV je bila 
100%. Parametri, ki opisujejo skladnost dobljenih zaporedij z referenčnim ter 
skladnost zaporedij med sabo (v in med serijama) so bili vedno primerljivi.  
Naša hipoteza, da je skladnost rezultatov v opredelitvi mutacijskega statusa IGHV in v 
opredelitvi gena IGHV med metodama popolna, je potrjena. Na osnovi kakovostnih in 
ponovljivih rezultatov za pripravo knjižnic, sekvenciranja in določitve mutacijskega statusa 
zaključujemo, da je metoda NGS primerna za vpeljavo v rutinsko uporabo. Njene prednosti 
so v pridobitvi večje količine podatkov, možnosti hkratnega sekvenciranja večih vzorcev ter 
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v krajšem času celotne analize. Za redno delo bi bila potrebna primerjava večjega števila 
vzorcev, optimizacija količine knjižnice za nanos na aparat, določitev točnih zahtev za 
opredelitev mutacijskega statusa (kot pri referenčni metodi), avtomatizacija bioinformatične 
analize in pridobitev vseh rezultatov v programu Archer™ Analysis. Pred uporabo v redni 
praksi je torej potrebna ustrezna validacija NGS.  
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PRILOGE 
Priloga 1: Meritve čistosti in koncentracije RNA, podatki o kakovosti priprave cDNA 
knjižnice, pridobljeni iz umeritvene krivulje qPCR in izračunani iz rezultatov qPCR. 
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Priloga 2: Primer delovne sheme za kvantifikacijo NGS knjižnice.
Priloga 3: Podatki o kakovosti sekvenciranja, pridobljeni iz aparata MiSeq.
 
V0130 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
V0236 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
V0407 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
V0547 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
V0703 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
Z6100 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
Z6170 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
Z6323 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
Z6539 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
Z6716 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
Z6743 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
Z6910 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
Z6925 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
Z6926 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
Z6934 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
Z8358 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
Z8714 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
Z6910-2 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
Z8358-2 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
V0703-2 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
Z8053 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
Z8056 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
Z8154 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
Z8474 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
Z7000 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
Z7778 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
Z7779 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
Z9090 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
Z6910-3 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
Z8358-3 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
V0703-3 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
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V0130 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
V0236 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
V0407 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
V0547 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
V0703 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
Z6100 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
Z6170 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
Z6323 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
Z6539 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
Z6716 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
Z6743 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
Z6910 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
Z6925 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
Z6926 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
Z6934 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
Z8358 83,96 697 10,43 2,23 97,94 23,18 0,148 0,017 0,176 0,027
Z8714 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
Z6910-2 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
Z8358-2 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
V0703-2 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
Z8053 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
Z8056 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
Z8154 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
Z8474 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
Z7000 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
Z7778 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
Z7779 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
Z9090 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
Z6910-3 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
Z8358-3 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
V0703-3 83,06 779 10,22 2,24 86,11 25,47 0,145 0,03 0 0
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(Density) [K/mm2]
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Rate)[%]
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Priloga 4: Podatki pridobljeni iz programske opreme Archer Analysis za vrednotenje 
kakovosti odčitkov. 
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330,90 754,00 291843,00 0,06
354,10 234,00 177633,00 0,62
315,80 5.715,00 229043,00 1,31
318,00 3.202,00 247889,00 0,49
348,20 770,00 91893,00 0,35
316,90 3.025,00 236149,00 1,26
248,20 66,00 75534,00 0,01
329,30 377,00 138267,00 0,07
202,70 4.470,00 70375,00 2,97
309,20 7.601,00 108190,00 2,79
304,00 416,00 365082,00 0,50
339,30 5.358,00 190411,00 2,07
339,00 79.808,00 398070,00 9,48
304,20 16.917,00 312085,00 2,91
357,80 638,00 220269,00 0,09
278,80 1.532,00 244196,00 0,27
270,70 443,00 171823,00 0,15
357,00 4.909,00 229323,00 2,46
297,60 1.217,00 256413,00 0,80
357,10 729,00 89319,00 0,34
262,00 92,00 235565,00 0,02
301,80 599,00 154094,00 0,68
309,30 63,00 135737,00 0,91
321,10 744,00 165021,00 0,82
354,30 105,00 193088,00 0,74
322,20 737,00 206254,00 1,14
276,50 93,00 182555,00 0,71
323,10 1.167,00 230796,00 0,16
335,40 4.989,00 219774,00 1,98
311,70 1.266,00 254506,00 0,82
347,00 673,00 90653,00 0,32
Dolžina 
DNA - 
povprečje
Št. klonotipov Št. klonov Shannon indeks
